Rozprawa doktorska

Mgr Mateusz Bosiacki

Tytul: METABOLIZM ENERGETYCZNY I BIOGENEZA MITOCHONDRIOW W
MIESNIACH SZCZUROW PODDANYCH IMERSJI W ZIMNEJ WODZIE

Tytut ang. Energy metabolism and mitochondrial biogenesis in muscles of rats subjected to

cold water immersion

STRESZCZENIE

Ekspozycja na niskie temperatury moze by¢ rozpatrywana jako czynnik stresogenny,
ktory moze prowadzi¢ do reakcji adaptacyjnych. Mozna przypuszczac, ze zimno moze by¢
czynnikiem pozytywnie modyfikujacym proces starzenia si¢ migsni porzez usprawnienie
mechanizmoéw zwigzanych z biogenezg mitochondriw i syntezg ATP, po uwzglednieniu
przeciwwskazan, indywidualnego dostosowania temperatury, czasu trwania, formy ekspozycji
oraz pici. Biorgc powyzsze pod w uwage w niniejszej pracy postawiono hipoteze o mozliwosci
pozytywnego wpltywu wysitku fizycznego w zimnej wodzie na biogenez¢ mitochondriéw 1
metabolizm energetyczny miesni starzejacych si¢ szczurow. Celem pracy byta (1) ocena
wplywu wysitku fizycznego w zimnej wodzie na parametry stanu energetycznego, zawarto$¢
zwigzkow purynowych 1 biogenez¢ mitochondriow w mig$niach starzejacych si¢ szczurow (2)
ocena zmian stgzenia zwigzkow wysokoenergetycznych i zmian ekspres;ji biatek regulujacych
dynamike mitochondriow w migéniach, jako wskaznikow wptywu wysitku fizycznego w
zimnej wodzie i ich przydatno$ci w monitorowaniu zmian adaptacyjnych. Cele szczegdtowe
obejmowatly: oznaczenie st¢zenia ATP (adenozyno-5’-trifosforanu); ADP (adenozyno-5’-
difosforanu); AMP (adenozyno-5’-monoforanu); Ado (adenozyny); warto$ci potencjatu
energetycznego adenylanéw (AEC); wartosci puli nukleotydow adenylowych (TAN) oraz
ekspresji mMRNA i biatka koaktywatora lo receptora y aktywowanego przez proliferatory
peroksysomow (PGC-1a); ekspresji mRNA mitofuzyny 1 (Mfnl); mitofuzyny 2 (Mfn2);
ekspresji MRNA Opal; ekspresji mMRNA Drpl w miegéniach szKieletowych starzejacych sie

szczurow 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 miesigcy. Badania zostaty
przeprowadzone za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach w
Szczecinie (Uchwata nr: 4/2014). Szczury losowo przydzielono do grup badawczych: Grupy
kontrolne (n = 16 osobnikow): zwierzeta przebywajgce 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). Zwierz¢ta W
przeprowadzonym doswiadczeniu byty 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 mig$ni
szkieletowych uda szczurow wykonano badania st¢zenia ATP, ADP, AMP, Ado (metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC), ekspresji biatka PGC-1a. (metodg Western
bloot), ekspresji genow PGC1A, Mfnl, Mfn2, Opal, Drpl metodg tancuchowej reakcji
polimerazy z obrazowaniem w czasie rzeczywistym (qQRT PCR). Przeprowadzone badania
wykazaly, ze ptywanie w wodzie o temperaturze komfortu cieplnego wptyngto na poprawe
metabolizmu energetycznego migsni starzejacych si¢ szczurOw poprzez zwigkszenie tempa
metabolizmu (wyrazone jako zwigkszenie stezenia ATP, ADP, TAN, AEC) oraz nasilenie fuz;ji
mitochondrialnej (wyrazone jako zwigkszenie ekspresji mRNA bialek regulujagcych Mfnl,
Mitn2). Ptywanie w zimnej wodzie wptyngto na poprawe metabolizmu energetycznego migsni
starzejacych sie szczurdw poprzez zwigkszenie tempa metabolizmu energetycznego miesni
(wyrazone jako zwigkszenie stezenia 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). Stezenie zwigzkow
wysokoenergetycznych i ekspresja biatek regulujacych dynamike mitochondriéw w migsniach
moga by¢ przydatnym wskaznikiem w monitorowaniu zmian adaptacyjnych zachodzacych w
starzejgcych si¢ migsniach pod wptywem wysitku fizycznego w zimnej wodzie. Mozna

przypuszczad, ze fuzja jest niezb¢dna do optymalizacji funkcji mitochondriow, aby umozliwi¢



komorkom migsniowym sprostanie zwigkszonemu zapotrzebowaniu na energi¢ podczas
wysitku fizycznego w zimnej wodzie. Stanowi krétkoterminowag adaptacje do
zmieniajgcych sie warunkéw srodowiskowych oraz wptywa korzystnie na utrzymanie
bioenergetycznej wydolnosci miesni w diuzszym czasie.

Przeprowadzone badania pozwolity na sformutowanie nast¢pujacych wnioskoéw:

1. Wysitek fizyczny w zimnej wodzie moze wywiera¢ pozytywny wplyw na metabolizm
energetyczny, biogeneze i1 dynamike (procesy taczenia i1 fragmentacji) mitochondriow
starzejgcych si¢ migsni szczurdw.

2. Nasilenie dynamiki mitochondriow w warunkach wysitku fizycznego w zimnej wodzie moze
poprawia¢ funkcje mitochondriow 1 optymalizowa¢ ich zdolno$ci bioenergetyczne w

starzejacych si¢ migsniach szczura.

3. Zmiany st¢zenia zwigzkéw wysokoenergetycznych i ekspresji biatek regulujacych dynamike
mitochondriow w migéniach moga by¢ przydatnym wskaznikiem w monitorowaniu zmian
adaptacyjnych zachodzacych w starzejacych si¢ mig$niach pod wplywem wysitku fizycznego

w zimnej wodzie.



