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pt. ,,Metabolizm energetyczny i biogeneza mitochondriow w miesniach szczurow
poddanych imersji w zimnej wodzie”

Fizjoterapia, jako dynamicznie rozwijajgca sie dziedzina nauki, nieustannie poszukuje innowacyjnych
rozwigzan, majgcych na celu optymalizacje proceséw rehabilitacyjnych i poprawe jakosci zycia
pacjentéw. W obliczu rosngcej liczby schorzen uktadu miesniowo-szkieletowego oraz neurologicznego,
coraz wiekszg uwage poswieca sie metodom terapeutycznym, ktére wykraczajg poza leczenie
farmakologiczne i chirurgiczne. Jednym z takich obszarow zainteresowania sg zabiegi wykorzystujace
krioterapie tj. metody wykorzystujgce oddziatywanie niskich temperatur na organizm zywy. Cho¢
metoda krioterapii jest stosowana od lat w réznych praktykach medycznych, to dopiero w ostatnich
latach zaczeto prowadzi¢ systematyczne badania naukowe nad jej mechanizmem dziatania. Wiadomo,
Ze zanurzenie w zimnej wodzie aktywuje uktad wspdtczulny oraz zwieksza wydzielanie kortykotropiny,
endorfiny i innych substancji neuromodulujgcych, co poprawia kurczliwo$é miesni, sprzyja regeneracji
tkanek oraz poprawia nastrdj i samopoczucie psychiczne. Ponadto wiadomo, ze zanurzenie w zimnej
wodzie wywotuje wiele zmian adaptacyjnych w sygnalizacji wewnatrzkomérkowej - zmniejsza
ekspresje niektorych czasteczek miRNA zaangazowanych we wzrost i regeneracje miesni, zmniejsza
stan zapalny poprzez ostabienie proceséw metabolicznych i zwezenie naczyn. Jednak badania w tym
obszarze sg bardzo ubogie. Doktadniejsze poznanie zmian w sygnalizacji wewngtrzkomérkowej, ktére
rozwijajag sie w komodrkach miesni na poziomie molekularnym, jest niezbedne dla prawidtowego
wykorzystywania tej metody w praktykach klinicznych. Niniejsza praca doktorska doskonale wpisuje
sie w nurt takich badan.

Przedtozona do recenzji praca doktorska jest pracg oryginalng. Ma powszechnie akceptowany ukfad.
Zawiera 109 stron oprawionego, jednostronnego wydruku komputerowego formatu A4. Sktada sie z
Wprowadzenia oraz Przeglgdu Pismiennictwa przedstawionego tgcznie na 32 stronach, Hipotez
Badawczych oraz Celu Pracy obejmujgcych 1 strone, z 10-stronicowego opisu Materiatow i Metodyki
Badan, rozdziatu Wyniki przedstawionego na 21 stronach, zawierajgcego 22 ryciny, z 15-stronicowe;j
Dyskusji oraz Wnioskow. Rozprawe zamyka obszerny wykaz cytowanego Pismiennictwa w liczbie 256
pozycji. Prace uzupetnia Wykaz Skrotéw i Spis Tresci, ktére znajdujg sie na poczatku dysertacji oraz
Streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim, a takze Spis Rycin i Spis Tabel, ktére umieszczono w
ostatniej czesci pracy. Do pracy jest zatgczony Aneks zawierajgcy wydruk publikacji opublikowanej w
czasopismie International Journal of Molecular Sciences (2024), IF = 4,9, MNiSW = 140, w ktorej
opublikowano wyniki badan przedstawione w niniejszej dysertacji oraz dodano analize



immunoenzymatyczng oraz immunohistochemiczng biatek. Praca zostata przygotowana w sposéb
bardzo staranny - nie mam zastrzezen do jej kompozyc;ji.

Pierwszg, krétkg czes¢ pracy stanowi Wprowadzenie, w ktdérej Autor zaznajamia Czytelnika z tematyka
pracy doktorskiej i wskazuje zimne kgpiele jako istotny czynnik hartujgcy, wptywajgcy pozytywnie na
psychiczne i fizyczne zdrowie cztowieka.

Drugi rozdziat to Przeglgd Pismiennictwa. Zostat on podzielony na 9 podrozdziatéw. Przedstawiono tu
aktualny stan wiedzy na temat budowy, funkcji i dynamiki mitochondridéw. Szczegétowo opisano
proces fuzji oraz fizji mitochondriéw z uwzglednieniem znaczenia biatek biorgcych udziat w tych
procesach, tj. mitofuzyny (Mfn)1 i 2, biatka Opal, Drp 1. Poziom tych biatek jest przedmiotem badan
niniejszej dysertacji. Wskazano réwniez parametry, ktére mogg mieé¢ wptyw na dynamike
mitochondridw, tj. stan energetyczny komarki oraz szlaki sygnalizacyjne, stres oksydacyjny. Opisano
zaleznosci zachodzgce pomiedzy procesami biogenezy mitochondriéw (wytwarzanie mitochondriow)
a mitofagii mitochondriéw (degradacja mitochondriéw), ktére majq istotny wptyw na homeostaze
komorki. Wskazano biatka i szlaki sygnalizacyjne biorgce udziat w tych procesach. Jedno z biatek, PGC-
la, inicjujgce transkrypcje i translacje mitochondrialnego DNA tym samym inicjujace biogeneze
mitochondridw, stanowito przedmiot badan niniejszej dysertacji. Przedstawiono aktualny stan wiedzy
na temat znaczenia dynamiki mitochondriéw w komérkach miesni, wskazujgc miedzy innymi, ze
dysfunkcja dynamiki moze by¢ przyczyng patologii, np. zmian remodelingowych w sercu czy
insulinoopornosci komoérek. W dwdch ostatnich podrozdziatach zwiezle opisano znaczenie
nukleotydéw adenylowych jako waznego parametru stanu energetycznego komdrek. Analiza poziomu
nukleotydéw adenylowych byt przedmiotem badan niniejszej dysertacji, w procesach metabolicznych
komoarek. Pie¢ rycin umieszczonych w tym rozdziale znacznie zwieksza przejrzystosc tekstu i utatwia
lekture. Rozdziat Przeglgd Pismiennictwa napisany jest rzeczowo i starannie. Doktorant wykazat sie
znajomoscig aktualnej literatury. Umiejetnie wprowadzit czytelnika w tematyke badan.

W rozdziale Hipotezy Badawcze i Cel Pracy Autor, w oparciu o wczesniejsze doniesienia literaturowe,
przedstawit zatozenia pracy badawczej oraz szczegdétowo wskazat rodzaje zaplanowanych
eksperymentdéw. Hipotezy badawcze oraz cel pracy zostaty prawidtowo sformutowane.

Kolejny rozdziat dysertacji - Materiat i Metody Badar - zostat podzielony na 7 podrozdziatéw. Autor
opisat tu poszczegdlne etapy eksperymentéw. Pierwszy krok podjetych badan stanowity eksperymenty
przeprowadzone na modelu szczurzym. Eksperymenty te zostaty zaakceptowane przez Lokalng
Komisje Etyczng ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Szczecinie. Starzejgce sie zwierzeta (15 tygodni),
zarowno samce jak i samice, zostaty poddane dtugotrwatej (9 tygodni), codziennej aktywnosci fizycznej
polegajacej na zanurzaniu zwierzat w wodzie o temperaturze komfortu cieplnego - 36°C oraz w zimnej
wodzie, tj. o temp. 4°C. Zastosowano prawidtowe procedury majace na celu zminimalizowanie stresu
zwierzat (zasada 3R): podczas pierwszego tygodnia eksperymentu czas zanurzenia zwierzat byt krotszy
— 2 minuty, i byt codziennie wydtuzany o 0,5 minuty do czasu maksymalnego 4 minut. Po ekspozycji
zwierzat na wysitek fizyczny szczury zostaty poddane anestezji i pobrano tkanke miesniowg uda, ktérg
zamrozono w temperaturze -80°C w celu przeprowadzenia dalszych badai. Po homogenizacji, za
pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej analizowano stezenie ATP, ADP, AMP oraz



adenozyny w miesniach samcéw i samic. Na tej podstawie obliczono catkowitg pule nukleotydéw
adenylanowych oraz wartos¢ tadunku energetycznego adenylandw. Ponadto, za pomocg analizy qRT-
PCR oceniano ekspresje mRNA PGC-1a, Mfnl, Mfn2, Opali Drpl, tj. mRNA biatek zaangazowanych w
dynamike mitochondrialng. Dodatkowo, za pomoca analizy Western blot analizowano poziom
ekspresji biatka PGC-1a. Metodyka wszystkich eksperymentdw zostata opisana prawidtowo. Analize
statystyczng uzyskanych wynikdw przeprowadzono prawidtowo, z zastosowaniem testu
nieparametrycznego U Manna-Whitney’a. Podsumowaujac te czesé pracy nalezy podkresli¢, ze materiat
i metodyka badan zostaty witasciwie dobrane i pozwolity na rozwigzanie zatozonego problemu
badawczego. Badania te sg kosztowne, wymagajg specjalistycznej aparatury, a umiejetnos¢ ich
przeprowadzenia wskazuje na wysoki potencjat Doktoranta w obszarze dziatalnosci naukowe;j.

Do tej czesci pracy mam jedng uwage. W rozdziale Materiat i Metody Badan brakuje informacji
dotyczacej sposobu wyznaczania catkowite] puli nukleotydéw adenylanowych oraz wartosci tadunku
energetycznego adenylanéw. Informacje te, ale nieco ubogie, s3 umieszczone w ostatnich akapitach
rozdziatu 2 — jednak powinny by¢ opisane zdecydowanie doktadniej w rozdziale Materiat i Metody
Badan.

Wyniki badan zostaty opisane w formie 11 podrozdziatdw i przedstawione w postaci 22 rycin
obrazujgcych wykresy. Uzyskane wyniki sg interesujace, wykazano bowiem, ze ptywanie starzejacych
sie zwierzat w zimnej wodzie powoduje zwiekszenie tempa metabolizmu energetycznego miesni
poniewaz poziom ATP, ADP, TAN oraz AEC zwiekszyly sie statystycznie istotnie, podczas gdy poziom
AMP obnizyt sie. Trening ten poprawia réwniez proces biogenezy i dynamiki mitochondriéw, poniewaz
obserwowano statystycznie istotny wzrost poziomu mRNA biatek Mfn1, Mfn2, Opal i Drpl. U zwierzat
poddanych treningowi w cieptej wodzie réznice w poziomie ekspresji poszczegdlnych biatek oraz mRNA
byty stabiej wyrazone.

Mam kilka uwag do tej czesci pracy:

1) Autor zmienit granice progéw statystycznych - W rozdziale 5.1, 5.2, 5.3, 5.4, 5.5, 5.6 w opisie
podat, ze symbol ,,**” oznacza p < 0,001, podczas gdy w podpisie ryciny podaje, ze p < 0,005.
W rzeczywistosSci, przyjmuje sie, ze dla tego symbolu p < 0,01. Jesli celowo dokonat
przesuniecia progu powinien to dokfadnie opisac i uzasadnic¢ oraz powinno by¢ to stosowane
w catej pracy (obecnie nie jest).

2) Rozdziat 5.8 — Autor uzywa btednego symbolu ,,<” zamiast ,=". W ten sposdb powstajg kolejne
progi statystyczne, np. p < 0.007, p £0.0002, p £0.001 czy p < 0.02. Podobnie jest w rozdziale
5.9,5.10, 5.11.

3) Doktorant podaje (np. na str. 51, ostatni akapit rozdziatu 5.1), Zze obserwowano statystycznie
istotne réznice pomiedzy obu ptciami: ,,...0dnotowano wyzsze wartosci stezert ATP u samcoéw
wzgledem samic z obu grup badanych”... - Na jakiej podstawie wysnuto takie wnioski? — na
wykresie tego nie widac. Jaki test statystyczny tu uzyto biorgc pod uwage, ze analizujemy tu 2
parametry (temperatura wody i pte¢)?

4) Rozdziat 5.4 — Autor uzywa btednego skrétu ,,ADP” zamiast ,,Ado”



5) Podpis Ryciny 19 i 20 — jest wtrgcone zdanie w jezyku angielskim

6) Istnieje rozbiezne nazewnictwo — w rozdziale 5.5 jest tytut: ,Catkowita pula nukleotydéw
adenylanowych”, natomiast w podpisie ryciny 15 widnieje: ,Pula nukleotyddéw
adeninowych...”.

7) Rycina 16, 19 — symbol ,**” jest umieszczony nieprawidtowo

8) Rozdziat 5.11 — brakuje ,,p” przy wartosci 0.048

9) Btad literowy: Rozdziat 5.3 —,,p=p < 0,001”

Uzyskane wyniki badan Doktorant umiejetnie przedyskutowat w kolejnym rozdziale — Dyskusja, w
oparciu o aktualny stan wiedzy w tym zakresie. Rozdziat ten jest bardzo obszerny i zostat podzielony
na 3 czesci, co utatwia lekture. W pierwszej czesci Autor podsumowat uzyskane wyniki badan, a w
kolejnych dwdch czesciach przedyskutowat swoje wyniki w kontekscie istniejgcych juz doniesien
naukowych. Na umiejetnosé krytycznego myslenia wobec wynikow wtasnych wskazuje m.in. fakt, ze
Doktorant w swoich rozwazaniach uwzglednit doniesienia wskazujgce zaréwno pozytywne jak i
negatywne (str. 76) efekty dziatania niskich temperatur na organizm. Znajomos¢ rozlegtego
pismiennictwa i umiejetnos¢ jego wykorzystania do oceny wynikéw wtasnych badan oraz czytelna
prezentacja ztozonej problematyki swiadczg o doskonatym przygotowaniu teoretycznym Autora do
pracy naukowe;.

Whioski przeprowadzonych badan zostaty zawarte w 3 punktach. Sg one witasciwie sformutowane,
chociaz brakuje mi ostatniego, podsumowujgcego wniosku, nawigzujgcego do tytutu pracy, ktéry
mogtby brzmieé: ,Zanurzenie starzejgcych sie szczuréw w zimnej wodzie ma wptyw na metabolizm
energetyczny i biogeneze mitochondriow komadrek miesniowych” lub podobnie. Niemniej jednak
whnioski, sformutowane w niniejszej postaci, dajg odpowiedZ na zatozong hipoteze badawcza.

Praca zaopatrzona jest w bogate pismiennictwo, ktore jak wczesniej wspomniatam, zawiera 256
pozycji, z ktérych az 88% stanowig doniesienia opublikowane w latach 2000-2024.

Praca zawiera streszczenie pracy zarowno w jezyku polskim, jak i angielskim. Oba rozdziaty precyzyjnie
odzwierciedlajg tres¢ pracy.

W rozdziale Aneks jest przedstawiony opublikowany artykut, w ktérym Doktorant jest pierwszym
Autorem. Jak wspomniatam powyzej, artykut zostat opublikowany w czasopismie International Journal
of Molecular Sciences (2024), IF = 4,9, MNiSW = 140. Przedstawia wyniki badan pochodzace z niniejszej
dysertacji poszerzone o immunoenzymatyczng i immunohistochemiczng analize biatek.

Dysertacja jest bardzo dobrze przygotowana pod wzgledem gramatycznym i edytorskim. Pojawito sie
kilka btedéw literowych, ale sg one bardzo nieliczne, nie majg znaczenia merytorycznego i nie wptywaja
na jakos¢ dysertacji.

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr. Mateusza Bosiackiego,
zatytutowana: ,Metabolizm energetyczny i biogeneza mitochondriédw w miesniach szczuréw
poddanych imersji w zimnej wodzie” zostata prawidtowo zaplanowana i zrealizowana pod wzgledem
metodycznym. Uzyskane wyniki sg nowatorskie i stanowig poszerzenie dotychczasowe] wiedzy na



temat wptywu kapieli w zimnej wodzie na funkcjonowanie mitochondridw u starzejgcych sie szczuréw.
Uzyskane wyniki badan Doktorant przedyskutowat wnikliwie i wyczerpujaco. Wskazane przeze mnie
uwagi, nie majg wptywu na catos¢ pracy, ale, mam nadzieje, ze bedg pomocne w dalszej pracy
badawczej. Zaprezentowang prace doktorskg oceniam pozytywnie. Moim zdaniem spetnia ona
wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim w dziedzinie: nauki medyczne i nauki o zdrowiu, w
dyscyplinie: nauki medyczne.

Z petnym przekonaniem uwazam, ze przedtozona rozprawa spetnia wymogi stawiane pracom
doktorskim w mysl ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce t.j. ( Dz.U. 2023
poz. 742.). Zwracam sie zatem do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne PUM o
dopuszczenie mgr. Mateusza Bosiackiego do dalszych etapdw postepowania doktorskiego.
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