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1. Wykaz stosowanych skrétéw

Akt - kinaza serynowo/treoninow@ang. serine/threonine kinase)

ALS - stwardnienie zanikowe bocz(ang. amyotrophic lateral sclerosis)

CS - syntaza cytrynianowang. citrate synthase)

COX - oksydaza cytochromowang. cytochrome c oxidase)

CAT — katalazgang. catalase)

ER — retikulum endoplazmatycz(eng. endoplasmic reticulum)

ERK 1/2 - kinazy regulowane zewtrzkomdrkowo(extracellular signal - regulated
kinases)

Kaw-1 — kaweolina-ang. caveolin-1)

MAMs — btony reticulum endoplazmatycznego gzdane z mitochondriangang.
mitochondria associated membranes)

mPTP — mitochondrialny megakarfahg. mitochondrial permeability transition pgre
RCR - wskanik kontroli oddychania mitochondriogang. respiratory capacity rate)
RFT — reaktywne formy tlen{ang. reactive oxygen species)

SH - grupy sulfhydrylowgang. sulfhydryl groups)

SOD1 - dysmutaza ponadtlenkowéahg. superoxide dismutase 1)

WT - typowa, reprezentatywna, zdrowa forma organigamg. wild type)



2. Wykaz prac wchodacych w skiad rozprawy

Publikacje naukowe dulace podstaw rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane
w recenzowanych czasopismach naukowych w formexkrpowiszanych tematycznie

prac:

1. Ziolkowski W., Flis D.J., Halon M., Vadhana D.M., Olek R.A., Carloni M.,
Antosiewicz J., Kaczor J.J., Gabbianelli R. 20B5olonged swimming promotes
cellular oxidative stress and p66Shc phosphoryfgtiout does not induce oxidative

stress in mitochondria in the rat heaRree Radicals Research, Z916.
Impact Factor: 2,949; punktacja MNiSW: 25

Wkiad doktoranta: udziat w planowaniu eksperymentprzeprowadzenie procedury
przygotowawczej oraz jednorazowego, dtugotrwategsitiu ptywackiego; izolacja
mitochondriow z serc szczurOw; przeprowadzenie @@a markerow

wolnorodnikowego uszkodzenia biatek i tluszczy; aopwanie i interpretacja
uzyskanych wynikéw; analiza statystyczna; pisamggct manuskryptu; korekta pracy

przed ztéeniem do druku.

2. Flis D.J., Olek R.A., Kaczor J.J., Rodziewicz E., Halon M.ntésiewicz J.,
Wozniak M., Gabbianelli R., Ziolkowski W. 201€@xercise-induced changes in
caveolin-1, depletion of mitochondrial cholesterahd the inhibition of mitochondrial
swelling in rat skeletal muscle but not in the liv®xidative Medicine and Cellular
Longevity, 3620929.

Impact Factor: 4,593; punktacja MNiSW: 30

Wkiad doktoranta: udziat w planowaniu eksperymentprzeprowadzenie procedury
przygotowawczej oraz jednorazowego, dtugotrwategsiiu ptywackiego; izolacja
mitochondriow z ngsni  szczurOw; przeprowadzenie o0znacze markeréw
wolnorodnikowego uszkodzenia biatek i ttuszczyukodanego chlorkiem wapnia
pecznienia mitochondridw, ikei kaweoliny-1 i cholesterolu; opracowanie
I interpretacja uzyskanych wynikow; analiza statgsha; pisanie g&ci manuskryptu;

korekta pracy przed zieniem do druku.



3. Flis D.J., Dzik K., Kaczor J.J., Halon-Golabek M., Wieckow$kiR., Antosiewicz
J., Ziolkowski W. 2018Swim training modulates skeletal muscle energy lpoditm,
oxidative stress and the mitochondrial cholesterohtent in Amyotrophic Lateral

Sclerosis miceOxidative Medicine and Cellular Longevity, 594874

Impact Factor: 4,593; punktacja MNiSW: 30

Wkiad doktoranta: udziat w planowaniu eksperymentprzeprowadzenie procedury
treningu mysz; izolacja mitochondriow z gdmi mysz; przeprowadzenie oznatze
markerow wolnorodnikowego uszkodzenia biatek i ztlmg, ilgci kaweoliny-1
i cholesterolu; udziat w przeprowadzeniu oznaczaktywndci enzymatyczneyj;
opracowanie i interpretacja uzyskanych wynikow; lema statystyczna; pisanie

manuskryptu.

t aczna punktacja cyklu publikacji: Impact Factor: 12,135;
punktacja MNiISW: 85



3. Wprowadzenie

Brak systematycznej aktyws@ fizycznej jest jedg z gtdwnych przyczyn
chorob, ktére mag przyczyné si¢ do przedwczesnegimierci ludzi. Z drugiej strony
regularna aktywni fizyczna zapobiega takim schorzeniom jak: nowotweukrzyca,
choroby uktadu lkgzenia, udary i inne (Booth wsp. 2012). Dane z pmiennictwa
dowodz réwniez, ze trening dziata neuroprotekcyjnie, fagodzi objasvgz poprawia
jakos¢ zycia oséb choracych na stwardnienie zanikowe boczienfothropic Lateral
SclerosisALS) (Droryi wsp.2001; Bello-Haaswsp.2007).

Wielu z wymienionych wiej schorzé towarzysz dysfunkcje mitochondridw.
Ostatnio, zainteresowanie naukowcéw, poszdyigh mechanizmow #gcych

u podstaw tych choréb, skupiag sha badaniu struktur komorkowych utworzonych
przez mitochondria i btony retikulum endoplazmatwgo (ER), ktére nazywane
sa MAMs (mitochondria associated membranad) MERCs(mitochondria-associated
membranes and the term mitochondria-ER conta¢®&jymanskii wsp. 2017).
Struktury te, zawiergjzaréwno biatka jak i lipidy (zwlaszcza cholestg¢rotaz biog
udziat w regulacji: sygnalizacji jonéw wapnia, bn@egetyki mitochondridow i apoptozy
(Fujimoto i wsp.2012; Sorica wsp.2012). Zaburzenie funkcjonowania tych struktur
jest wanym mechanizmem zaangavanym m.in. w rozw0j ALS.
W tej neurodegeneracyjnej chorobie nieprawiditsvonv obrbie MAMs zakiocay:
homeostag wapnia, funkcjonowanie ER, czemu towarzyszy stmsydacyjny
(Manfredi, Kawamata 2016; Paillussonwsp. 2016; Watanabe wsp. 2016; Oakes
I wsp.2017).

Jedny z przyczyn zmniejszenia integrakod MAMs, jak réwniez nieprawidtowego
gromadzenia wolnego cholesterolu jest niedobor kémel (kaw-1), kluczowego
biatka w regulacji transportu cholesterolu (SaléaVYiwsp.2016). Ponadto modyfikacja
zawartgci mitochondrialnego cholesterolu determinuje licamiejsc kontaktowych
migdzy mitochondriami a ER. W wyniku nagromadzenia |esi@rolu
w mitochondriach dochodzi do olienia wydajnéci tancucha oddechowego oraz
obrony antyoksydacyjnej, co sprzyja akumulacji tgakych form tlenu (RFT),
prowadzac w ten sposOb démierci komoérki (Boschi wsp. 2011). Przedstawiony
mechanizm smierci komorki w nasfpstwie generacji RFT nie by zwigzany

ze struktug mitochondriala zwary mitochondrialnym megakanatem (MPTP).



Nadprodukcja RFT i nadmierna akumulacja jonoéw wagmbwadzi do otwarcia mPTP
(Halestrapi wsp. 1998; Weiss wsp. 2003; Halestrap wsp.2004). W otwieraniu tej
struktury bierze rownie udziat biatko zlokalizowane w MAMs - p66Shc. W vikm
sygnatu proapoptotycznego dochodzi do przeniesiep@bShc do przestrzeni
migdzybtlonowej mitochondribw. Naginie aktywna forma p66Shc utlenia
zredukowany cytochrom c i katalizuje reduk€), do HO,, co prowadzi do otwarcia
mPTP (Giorgioi wsp.2005). Diugotrwate otwarcie tej struktury wywotypecznienie
mitochondriow, rozprgganie fosforylacji oksydacyjnej, zmniejszenie preogju ATP,
ucieczle cytochromu c¢, co w efekcie m® powodowa smiert komérki (na drodze
indukowanej apoptozy goz nekrozy) (Halestrap wsp. 1998; Di Lisai wsp. 2003;
Hausenloy, Yellon 2003).

Z drugiej strony, obienie s¢zenia cholesterolu, we frakcji bton opornych
na detergenty, powoduje relokalizacje biatek we¢ble MAMs (Hayashi, Fujimoto
2010). Ponadto, zmiana ta, zksza ilg¢ polczer miedzy ER a mitochondriami
(Fujimoto i wsp. 2012), co mge wywoltywa& zmiany adaptacyjne, zabezpiegza)
przed otwarciem mPTP. Badania na modaelwitro wykazaly,ze poprzez obuenie
stezenia cholesterolu w mitochondriach ma wywota& zwigckszenie oporngi
mitochondriow na indukowane chlorkiem wapniacqnienie. Zmiana ta uwana
jest za czynnik protekcyjny, chray komorki przedsmiercig (Ziolkowski i wsp.
2010).

Zahamowanie otwierania mPTP jest rowniezynnikiem kluczowym dla uzyskania
kardioprotekcji. Badania zespotu Halestrap dowipdze zwkkszory oporngé
mitochondriow na gcznienie w trakcie reperfuzji obserwowano po vorgszym
hartowaniu serca przez niedokrwienie (Claikersp. 2008) i hipotermie (Khaliulin
i wsp. 2007). Ponadto, w obu modelach protekcyjne zmiagwotane hartowaniem

zwigzane byly z obriieniem stresu oksydacyjnego.

W warunkach fizjologicznych do ob@nia s¢zenia cholesterolu w mitochondriach
izolowanych z serc szczuréw dochodzi po diugotrwatywysitku ptywackim
(Keatisuwani wsp. 1991; Ziolkowskii wsp.2013). Tego rodzaju wysitek powoduje
rowniez zwigkszory opornd¢ mitochondriow na ¢cznienie indukowane chlorkiem
wapnia. W ten sposob me dziald&, jako czynnik protekcyjny, chroggy komorki

nara&one na czynniki szkodliwe. Jednoéaie zmiany te nie powodajzaburzé



bioenergetyki mitochondriow, co oznaczae proces ten jest pgdanym,
fizjologicznym zjawiskiem (Ziolkowski wsp.2013).

Niezwykle wany jest fakt,ze systematyczny wysitek ptywacki wywotuje pozytywne
zmiany u zmodyfikowanych genetycznie myszy (mysideldudzkiej choroby ALS).
Wyniki bada Deforges i wspotpracownikédw wykazalke trening ptywacki przedia
okres poprzedzagy pojawienie si pierwszych objawow choroby, podtrzymuje furkcj
motoryczmn i wydtuza zycie mysz z ALS (Deforgeswsp.2009). Mimo to mechanizm

ochronnego wptywu tego treningu na widknadniowe pozostaje nieznany.

Wyjasnienie mechanizmu, d#&i ktéremu wysitek pltywacki wywotuje zmiany
protekcyjne, pozwoli wnioskowao podizach mitoprotekcji w warunkach stresu.
Dlatego te, badania te mag przyczynt sig do powstania nowych mtwosci

terapeutycznych w chorobach uktadu krwiémego, cukrzycy, chorobach
neurodegeneracyjnych oraz innych patologiach azaniych =z dysfunkcjami

mitochondriow.



4. Cele pracy

1. wykazanie czy dtugotrwaly wysitek ptywacki, w zriych tkankach zdrowych

szczuréw, wptynie na:

modyfikacje  stzenia cholesterolu we frakcji komorkowej
I mitochondrialnej;
poprave funkcji mitochondriéw;

stezenie markeréw wolnorodnikowego uszkodzenia makrefd|

2. wykazanie czy trening ptywacki, w gdhiach szkieletowych myszy z ALS wptynie

na:

modyfikacje  stzenia cholesterolu we frakcji komorkowej
I mitochondrialnej;
stezenie markeréw wolnorodnikowego uszkodzenia makreid|

poprawe metabolizmu energetycznego.

Hipoteza badawcza:

Trening, podobnie jak wysitek ptywacki, jest modkgiorem sfzenia cholesterolu

w mitochondriach izolowanych z tkanek kurczliwych.

W warunkach patologicznych, w dystroficznych efniach szkieletowych mysz

chorych na

metabolizmu

stwardnienie zanikowe boczne, zmianom tpwarzyszy poprawa

energetycznego oraz abnie wolnorodnikowego uszkodzenia

makromolekut.
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5. Materialy i metody badan

Wyniki bada ujgte w publikacjach d&dacych podstaw rozprawy doktorskiej
wykorzystup dwa modele eksperymentalne. Badania deggEz wpltywu
jednorazowego, diugotrwatego wysitku ptywackiegostr@s oksydacyjny, modyfikagcj
stezen cholesterolu we frakcji komérkowej i mitochondna] oraz funkaj
mitochondriow zostaty przeprowadzone na szczuraamsy rWistar. Eksperymenty
na tych zwiergtach zostaly zaakceptowane przez Lokaldomisje Bioetyczrny
ds. Dawiadcze na Zwierztach (nr zgody 13/2007).

Z kolei, badania dotygze wptywu treningu ptywackiego na stres oksydacyjny
metabolizm energetyczny oraz ¢atnie cholesterolu we frakcji komorkowej
I mitochondrialnej w atroficznych rniach szkieletowych, zostaly przeprowadzone
na myszach transgenicznych B6SJL-Tg (SOD1G93A) AGkitore g mysim modelem
ludzkiej choroby ALS, oraz myszach B6SJL, ktoretpogy, jako zwierzta kontrolne.
Eksperymenty na myszach zostaty zaakceptowane juaeding Komisje Bioetyczmy
ds. Dawiadczé na Zwierztach (nr zgody 11/2013), po waérmgejszym uzyskaniu
zgody na zamkete wycie organizméw zmodyfikowanych genetycznie
(nr decyzji 155/2012). Opisane péoej metody dotycg zada badawczych, giych

w publikacjach bdacych podstawrozprawy doktorskiej, ktére wykonywatem.

5.1 Badania dotyexe wptywu jednorazowego, diugotrwatego wysitku piskiego
na stres oksydacyjny, modyfikacjstezern cholesterolu we frakcji komorkowej

i mitochondrialnej oraz funkegjmitochondriow

W czasie trwania eksperymentu zwigez (12 szczuréw rasy Wistar, samce, masa 260-
300 g) przebywaty w pomieszczeniu o kontrolowany@runkach sanitarno-bytowych
(23+1°C, 12 h/12 h cykl dzienno-nocny), a zakspaywaty karnme oraz pity wod

bez ogranicze

5.1.1 Procedura wysitkowa

Zwierzeta zostaly podzielone na dwie grupy: ggukontrolg oraz grup poddan
wysitkowi ptywackiemu. Procedura przygotowania zwe do ptywania, jak i samego
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wysitku zastata przeprowadzona zgodnie z procedtzedstawion przez (Keatisuwan

I wsp. 1991). Zwiergta z grupy wysitkowe] zostaly poddane procedurze
przygotowawczej, magej na celu zminimalizowanie stresu Zmanego
ze srodowiskiem wodnym. Zwiekga ptywaly przez cztery kolejne dni w wodzie
0 temperaturze 35°C przez 30 minut. Pierwszego @hmvaty bez dodatkowego
obcigzenia, drugiego dnia obgienie to wynosito 1% masy ich cial, trzeciego
i czwartego dnia obgienie wynosito odpowiednio 2% i 3% masy ich cial.
Po zakaczeniu procedury przygotowawczej zwigez z grupy wysitkowej zostaty
poddane wytrzymakeziowemu wysitkowi ptywackiemu, ktory polegal na wpigniu
przez 3 godziny w wodzie o temperaturze 35°C z thotaym obcazeniem 3% masy
ciata zwierzcia.

Od szczurow z grupy kontrolnej oraz wysitkowej (bezednio po zakaczeniu
wysitku) zostaty pobrane serca, g$nie czworogtowe ud orazatroby. Pobrane tkanki

postwyty do przygotowania homogenatu oraz wyizolowangkéji mitochondrialne;j.

5.1.2 Izolacja mitochondriéw

Mitochondria z pobranych tkanek =zostalty wyizolowaneetod wirowan
frakcjonupcych, ktore zostaly przeprowadzone w temperatur2€, 4v wiréwce
SIGMA 3K30. Szczego6towy opis procedur zostat zamteseny w odpowiednich
podrozdziatach publikacjidolacych podstawy rozprawy doktorskiej. Mitochondria serc
zostaly wyizolowane na podstawie metody (Maicivsp. 2006) (publikacja nr 1).
Mitochondria watréb zostaty wyizolowane na podstawie metody (Bewe&ieri wsp.
1985) (publikacja nr 2). Mitochondria &$ni szkieletowych zostaly wyizolowane
na podstawie metody (Fontainesp.1998) (publikacja nr 2).

5.1.3 Pomiar markeréw stresu oksydacyjnego

Stgzenie grup karbonylowych (produkt peroksydacji igteostato zmierzone metad
kolorymetryczm wedtug (Levinei wsp. 1990). Pomiar poziomu diendéw -markera
peroksydacji lipidow, zostat wykonany megodpektrofotometryczn wedtug (Misik

I wsp. 1992). Pomiary zostaty wykonane przyyaiu spektrofotometru Cecil 9200
Super Aguarius.
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5.1.4 Pomiar pcznienia mitochondriéw indukowanego chlorkiem wapni

Pomiaru gcznienia mitochondriéw indukowanego chlorkiem wapdokonano metad
spektrofotometryczn zgodnie z procedyr dla mitochondriow izolowanych z girob-
(Crouseri wsp. 2003) oraz dla mitochondriéw izolowanych zg¢mi szkieletowych-
(Csukly i wsp. 2006). Mitochondria (1 mg/ml) byty inkubowane w paidviednim
buforze, ktory dodatkowo zawierat 5 mM bursztyniath pM rotenon. Induktorem
otwarcia mPTP bylo dodanie 10QM chlorku wapnia. W celu sprawdzenia,
czy pecznienie wynika z otwierania mPTP, do pomiarow kalntych, wyto inhibitora
otwierania tej struktury - cyklosporyny A. e€nienie mitochondriow okgé&ano
poprzez spadek absorbancji przy dkamo fali 540 nm. Pomiaréw dokonano

w temperaturze 25°C przyyciu spektrofotometru Cecil 9200 Super Aquarius.

5.1.5 Oznaczeniegtnia cholesterolu

Cholesterol oraz pozostate lipidy zostalty wygdmrione z homogenatow i frakcji
mitochondrialnych na drodze ekstrakcji rozpuszdkaimi organicznymi (chloroform
i metanol). Procedura zostata znormalizowana podladem ilasci biatka, z ktorej

wykonano ekstrakeji wykonana zgodnie z metgdpisana przez (Vadhana wsp.

2011). S¢zenie cholesterolu w wyekstrahowanych lipidach zostanierzone metaq

kolorymetryczm z wyciem odczynnikéw firmy CHEMA Diagnostica: Cholesike

FL (nr kat. CTF 400 CH), zgodnie z instrukg@roducenta.

5.1.6 Oznaczenie ifoi biatka kaweoliny-1

llos¢ biatka kaweoliny-1 zostala o0znaczona megtodmmunoenzymatyczn
Zz wykorzystaniem zestawu odczynnikow firmy Clouay@: Caveolin-1 ELISA Kit
(nr kat. SEA214Ra), zgodnie z instrukproducenta.

5.1.7 Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona pzggiu programu Statistica (Statistica
v. 10.0, StatSoft Inc.). Wyniki wygano, jakosrednia = bdd standardowy. Rihice
srednich wynikébw pomidzy grupami zostaly wyznaczone za pomtestu t-studenta
dla prob niezatenych (publikacja nr 2) lub jednoczynnikowej analizyariancji
ANOVA. Jezeli w wyniku analizy wariancji zostata wykrytazrica, istotné¢ zostata
okreslona za pomag testu post hoc - Newman-Keuls (publikacja nr 1).

Istotna¢ statystycza okreslono dla p<0,05.
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5.2 Badania dotyeze wplywu treningu ptywackiego na stres oksydacyymtabolizm
energetyczny oraz gtnie cholesterolu we frakcji komérkowej i mitochaalde]

w atroficznych ngsniach szkieletowych

Samce myszy transgenicznych B6SJL-Tg (SE®) 1Gur/J z ludzk mutach genu
SOD1 (myszy ALS) (n=36) oraz myszy typu dzikie§uild-type, WT) B6SJL (n=24),
wykorzystane, jako zwiegta kontrolne dla zwiest zmodyfikowanych genetycznie

zostaly zakupione z The Jackson Laboratory (BabétatJSA).

W czasie trwania eksperymentu zwigez przebywaly w pomieszczeniu
o kontrolowanych warunkach sanitarno-bytowych (285112 h/12 h cykl dzienno-
nocny), a take spaywaty karne oraz pity wo@ bez ogranicze

Po 14 dniach aklimatyzacji, myszy zostaly losowalzelone na nagpujace grupy:
ALS 0 — myszy nietrengge, bez widocznych objawéw choroby (n=8), ALS TER -
myszy ALS nietrenujce (n=8), and ALS SWIM — myszy ALS tregog (n=8).
Odpowiednio do tych grup, zostaty utworzone grupyezzat WT: WT 0 — myszy WT
nietrenowane (n=8), WT TER — myszy WT nietrenow#&ne8), and WT SWIM —
myszy WT trenowane (n=8).

W celu potwierdzenia, czy trening ptywacki wydduzycie zwierat z ALS, zostaty
rowniez utworzone grupy przgwalnasciowe: ALS S (n=6) i ALS SWIM S (n=6).
Zwierzeta zostaly 8miercane przez dyslokackregow szyjnych. Myszy z grup ALS 0
I WT O zostaly éamiercone w wieku 70 dni. Myszy z grupy ALS TER zdgt
usmiercone po zaobserwowaniu u tych zwigrzerminalnego stadium choroby
(funkcjonalny parati obu kaiczyn tylnych oraz brak nitiwosci obrotu przez
20 sekund po po#@niu zwierzcia na bok). Myszy z grup ALS SWIM, WT TER
oraz WT SWIM zostaty émiercone w tym samym wieku, co zwieta z grupy ALS
TER. Zwierzta z grup przgywalngciowych (ALS S i ALS SWIM S)zyly

do momentu pojawieniagsstadium terminalnego choroby.

5.2.1 Procedura treningu ptywackiego

W 10 tygodniuzycia, zwierzta transgeniczne (grupy: ALS SWIM i ALS SWIM S)
oraz kontrolne (grupa WT SWIM) rozpagy trening ptywacki, ktory zostat
przeprowadzony na podstawie procedury opisanegdizeforges wsp.2009).
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Trening ptywacki byt wykonywany 5 razy w tygodnillV czasie treningu myszy
ptywaty 30 min w wodzie o temperaturze 30°C, w §place wykonanym zbiorniku
o regulowanym przeptywie pdu wody (maksymalnie 5I/min). W 105 dnitycia
czestotliwos¢ treningu zostata zredukowana do trzech sesji wdggl. Zmianie ulegty
rowniez obchzenia zwierat: przeptyw padu wody (maksymalnie 5l/min) oraz czas
wysitku (maksymalnie 30 min), ktore zostaly dobierandywidualnie do madiwosci
wysitkowych myszy. Trening trwat do 115 drigcia zwierat zarébwno ALS jak i WT.

5.2.2 Izolacja mitochondriéw z gdni szkieletowych

Mitochondria z mgsni szkieletowych zostaly wyizolowane megodwirowan

frakcjonupcych, ktére zostaly przeprowadzone w 4°C, w wirOWREsMA 3K30

na podstawie metody (Makinen, Lee 1968). Szczegptmpis procedury zostat
zamieszczony w podrozdziale publikacjedbcej podstaw rozprawy doktorskiej
(publikacja nr 3).

5.2.3 Oznaczaniegenia cholesterolu

Cholesterol oraz pozostate lipidy zostaly wydmrione z homogenatow i frakcji
mitochondrialnych na drodze ekstrakcji rozpuszdkalmi organicznymi (chloroform

i metanol). Frakcja lipidow zostata przygotowangmez zmieszanie 0,5 mg biatka
mitochondrialnego lub homogenatu z 1 ml roztworutamel/chloroform (11:7).
Nastpnie mieszanina zostata wirowana przez 10 min, gmegkosci 15 000 x g.
Po odwirowaniu cg¢ ptynna zostata przeniesiona do szklanych probGwektawiona
w temperaturze 80°C do kompletnego odparowania uphfPozostaty osad zostat
rozpuszczony w 20@l 1X Assay Diluent. Stzenie cholesterolu zostato zmierzone
za pomog metody fluorymetrycznej, przyzyciu zestawu odczynnikow firmy Cell
Biolabs Inc.- Total Cholesterol Assay Kit (nr k&TA-390), zgodnie z instrukgj
producenta.

5.2.4 Oznaczenie ifoi biatka kaweoliny-1
llos¢ bialka kaweoliny-1 zostata oznaczona metodmmunoenzymatyczn
z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw firmy Cloudx@: Caveolin-1 ELISA Kit

(nr kat. SEA214Mu), zgodnie z instrukgroducenta.
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5.2.5 Pomiar wysokoczutej respirometrii

Oddychanie mitochondriéw zostatlo zmierzone w temjpgre 37°C przy zyciu
elektrody tlenowej wysokiej czutoi (Oroboros, Oxygraph; Austria) zgodnie
Zz procedus opisam przez (Kristensen wsp. 2013). Do pomiaru ayto swiezo
wyizolowanych mitochondriow (0,1 mg biatka mitoclipialnego). Stan 2 oddychania
zostat okrélony po dodaniu 2 mM jablczanu (substrat kompledsdancucha
oddechowego). Stan 3 oddychania zostat zmierzony dpdaniu 5 mM ADP
oraz 10 mM glutaminianu (kolejny substrat komplelkstancucha oddechowego).
W celu sprawdzenia integralim zewretrznej btony mitochondrialnej, do pomiaru
uzyto rowniez 10 uM cytochromu c. Wskaik kontroli oddychania mitochondriow
(respiratory capacity rateRCR) zostat obliczony, jako stosunek stanu 3 cotdpia

do stanu 2, zgodnie z (Barigvsp.2016).

5.2.6 Pomiar aktywn@i syntazy cytrynianowej, oksydazy cytochromowajalazy
Aktywnosci enzymatyczne zostaly zmierzone metodami spekwofetrycznymi
(spektrofotometr Cecil 9200 Super Aquarius) w hoeragach uzyskanych z ¢ani ud
mysz. Aktywn@¢ syntazy cytrynianowejcftrate synthase CS) zostata zmierzona
w temperaturze 37°C zgodnie z mefd®e Lisioi wsp.2011). Aktywnd¢ oksydazy
cytochromowej ¢ytochrome ¢ oxidas€COX) zostata zmierzona w temperaturze 37°C
zgodnie z metad (Wharton D.C., A. 1967). Aktywrié katalazy ¢atalase CAT)
zostata zmierzona w temperaturze 30°C zgodnie nané¢fAebi 1984).

5.2.7 Pomiar poziomu markerow stresu oksydacyjnego

Stezenie grup sulfhydrylowych (SH) (obir@nie w wyniku peroksydaciji biatek) zostato
zmierzone metagdkolorymetryczrn wedtug metody (Rice-Evanswsp.1991). Pomiar
poziomu diendw- markera peroksydacji lipidow, zbstawykonany metog
spektrofotometryczn wedtug (Misik i wsp. 1992). Pomiary zostaty wykonane przy

uzyciu spektrofotometru Cecil 9200 Super Aquarius.
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5.2 8 Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona piyggiu programu Statistica (Statistica
v. 13.0, StatSoft Inc.). Wyniki wygano, jakosrednia = bdd standardowy. Rihice
srednich wynikow pomidzy grupami zostaty wyznaczone za pomdwuczynnikowej
analizy wariancji ANOVA. Jeeli w wyniku analizy wariancji zostata wykrytazrica,
istotna¢ zostata okrdona za pomagtestu post hoc- Tukeya. W celu zweryfikowania
zmian wynikagcych z zastosowanego treningu ptywackiego (ALS TER ALS
SWIM) uzyto testu post-hoc najmniejszych istotnychznié lub testu t-studenta
dla prob niezalenych. W celu okrdenia, czy trening ptywacki wydkyt zycie
zwierzt (grupa ALS S SWIM) wykonano anajizprzezycia Kaplan-Meier'a.

Istotnas¢ statystycza okreslono dla p<0,05.
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6. Oméwienie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy

Rozprawa doktorska zostata oparta o cykl trzechwigganych ze sap prac
opublikowanych w recenzowanych czasopismach nau&bw®ierwsze dwie prace
dotyczy wplywu jednorazowego, dlugotrwatlego wysitku phykego na  stres
oksydacyjny, funkg mitochondriow oraz stenie cholesterolu w mitochondriach
i homogenatach #mych tkanek. Trzecia praca dotyczy wptywu treniqpdywackiego
na metabolizm energetyczny,estnie markeréw wolnorodnikowego uszkodzenia
makromolekut oraz modyfikagjsizenia cholesterolu we frakcjach: mitochondrialnej
I komorkowej, u mysz ze stwardnieniem zanikowymzoyen.

W 2013 roku, opublikowadmy prag¢ pt. Exercise-induced heart mitochondrial
cholesterol depletion influences the inhibition mitochondrial swelling (Ziolkowski

i wsp. 2013), ktéra jest tematycznie pawana z cyklem prac ¢tych w rozprawie
doktorskiej. W publikacji tej, wykazanee jednorazowy, diugotrwaty wysitek ptywacki
obniza stzenie cholesterolu w mitochondriow izolowanych zcsezczuréw. Co wiej,
zwieksza stzenie markerow wolnorodnikowego uszkodzenia makredlw sercach,
a jednoczénie powoduje wzrost oporc mitochondriéw na gcznienie indukowane
chlorkiem wapnia. Co ciekawe, powsze zmiany nie wphgly na bioenergetyk
mitochondriow.

W pracy tej zostat rownieprzeprowadzony eksperymeint vitro, w wyniku, ktérego
wykazano,ze to wignie obnienie s¢zenia cholesterolu we frakcji mitochondrialnej
determinuje protekcyjne zmiany - zmniejszenie otang mMPTP w sercach.

Uzyskane wyniki nie odpowiedzialy jednak na pytanve jaki sposéb dochodzi
do hamowania ¢rznienia mitochondriow, w warunkach stresu oksyfego.
Podczas wysitku w sercu dochodzi do generacji wainyodnikow, ktére poza
uszkadzaniem sktadnikow komoreka srowniez molekutami sygnalizacyjnymi.
W zwigzku z tym, chcieimy sprawdzt czy generacja wolnych rodnikéw jest zuana

z aktywacy biatek sygnatowych szlaku Akt/p66Shc (regatggo stres oksydacyjny
w mitochondriach) oraz czy wolnorodnikowe uszkodeenmakromolekut,
obserwowane po wysitku ptywackim dotyczy frakcji tathondrialnej czy frakciji
komorkowej (homogenat).

Zagadnienia te staly gigtbwnym celem pierwszej z przedstawionych publikac
bedacych podstaw rozprawy doktorskiej.
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6.1 Publikacja 1

W pracy pt. ,Prolonged swimming promotes cellulatidative stress and p66Shc
phosphorylation, but does not induce oxidativesstri@ mitochondria in the rat heart”,
opublikowanej w czasofmie Free Radical Research w 2015 roku, przedstawion
wyniki dotyczice zmian w generacji wolnych rodnikow i stresieyalecyjnym w sercu
szczura indukowanych dlugotrwatym wysitkiem ptyweok Ponadto, sprawdzono
czy w wyniku tego wysitku dochodzi do modyfikacjktgwnosci i ilosci biatek:
p66Shc, Akt, ERK 1/2 oraz podjednostek L i H feyny.

Protekcyjne dziatanie wysitku fizycznego w zabuiaeh uktadu sercowo-
naczyniowego jest pogzane z aktywagj szlakébw sygnatowych wywotggych
przezycie komorek. Kluczowymi biatkami w tych szlakacha: s kinaza
serynowo/treoninowa (Akt) oraz kinazy regulowanevagirzkomorkowo (ERK 1/2).
Silnym regulatorem tych biatek jest biatko p66Skitire bierze udziat w sygnalizaciji
komorkowej, szczegolnie w odpowiedzi aeanej ze stresem oksydacyjnym. Jedeak
modyfikacja szlakow sygnatowych, zyganych z tym biatkiem, w wyniku wysitku
fizycznego, nie zostata do tej pory w§mona. W zwizku z powyszym, celem
tej pracy bylo wykazanie, w jaki sposob jednorazowy diugotrwaty wysitek
ptywacki wptywa na aktywnosé biatka p66Shc oraz indukcg stresu oksydacyjnego
na poziomie frakcji komorkowej i mitochondrialnej w sercach szczuréw.Samce
szczurOw zostaly podzielone na grupy: kontgolnwysitkows. Zwierzta w grupie
wysitkowej ptywaly przez 3 godziny z dodatkowym afzeniem wynosgcym
3% masy ciata zwiegt. Od szczurow z grupy kontrolnej i wysitkowej, Ipegrednio
po zakdczeniu wysitku, zostaty pobrane serca w celu izolanitochondriow
i przeprowadzenia pomiaréw.

Jednorazowy, diugotrwaty wysitek ptywacki, we frikoomaorkowej serc, spowodowat
wzrost s¢zenia markerow stresu oksydacyjnego, mierzonycharaom: uszkodzenia
DNA, grup karbonylowych biatek oraz indeksu peradasji lipidow - dienéw. Poza
wzrostem stzenia markerow wolnorodnikowego uszkodzenia makreind|
zaobserwowano rownie zwickszory fosforylacg biatka p66Shc. Zmianie
tej nie towarzyszylty modyfikacje aktywsm biatek Akt i ERK 1/2. W sercach
pobranych od zwiert ptywajgcych doszio rownie do zwikszenia: ildci ferrytyny L

oraz stosunku ferrytyny L do H. Pomimo wzrostusdioaktywnej formy p66Shc,
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nie wykazano zwikszenia produkcji BD, przez mitochondria izolowane z serc
zwiermgt poddanych jednorazowemu  wysitkowi pltywackiemu. Cuwiecej,
nie zaobserwowano wzrostuestnia markerow wolnorodnikowego uszkodzenia
makromolekut we frakcji mitochondrialnej. Wynika tego, ze p66Shc uznawany
za regulator stresu oksydacyjnego w mitochondriatbgagc aktywacji nie zawsze

doprowadza do wzrostu generacji RFT w tych struddhr

Przedstawione wyniki badanasuity kolejne pytania badawcze:
1. czy opisane zmiany zgzane ze stresem oksydacyjnym i modyfikaggzenia
cholesterolu w mitochondriachg sypowe tylko dla tej tkanki, czy rownignne
tkanki zareagujw sposob podobny;

2. co maze odpowiadaza zmiany w szeniach mitochondrialnego cholesterolu.

Odpowiedzi na te pytanie stagay sk znaleé¢ w badaniach gfych w drugiej

publikacji z cyklu prac, &dacych podstaw rozprawy doktorskie;.
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6.2 Publikacja 2

W pracy pt. ,Exercise-induced changes in Caveolirdépletion of mitochondrial
cholesterol, and the inhibition of mitochondrialedlwng in rat skeletal muscle but not
in the liver”, opublikowanej w czasapnie Oxidative Medicine and Cellular Longevity
w 2016 roku, przedstawiono wyniki dotyeze wptywu jednorazowego, diugotrwatego
wysitku ptywackiego na: stres oksydacyjny,ezgnie cholesterolu, ik biatka
kaweoliny-1 we frakcjach komorkowej i mitochondnie), otrzymanych z méni
szkieletowych i wtréb. W publikacji tej zaprezentowano rowhigvyniki pomiaru
pecznienia mitochondridéw izolowanych z tych tkanek.

Obnizenie s¢zenia cholesterolu w mitochondriach, ktére obserwmav@st po wysitku,
Zwigzane jest ze zwkszory oporndgcig mitochondriow na gcznienie. Kaweolina-1,
jako biatko niezbdne w wielu szlakach sygnalizacyjnych, odgrywa ri@#rkluczowg
role w regulacji transportu cholesterolu gadzy sktadnikami komorki. W zwiku

Z tym, celem tej pracy byto zbadanie wptywu dtugotrwategavysitku ptywackiego
na ilos¢ biatka — kaweoliny-1 w mitochondriach; dodatkowo, sprawdzono,
czy zmiany te towarzysa modyfikacjom pecznienia mitochondriow i skgzenia
cholesterolu w szczurzym mgsniu szkieletowym i watrobie.

Samce szczurOéw zostaly podzielone na grupy: kamgrol wysitkows. Zwierzta
w grupie wysitkowe] pltywaly przez 3 godziny z dokiavym obcazeniem
wynoszcym 3% masy ciata zwiegz Od szczurdw z grupy kontrolnej i wysitkowej,
bezpdrednio po zakaczeniu wysitku, zostaly pobrane ¢#mie czworogtowe ud
oraz wtroby, w celu izolacji mitochondriéw i przeprowadia pomiarow.
Jednorazowy, dtugotrwaly wysitek ptywacki spowodéwavickszenie ildci biatka
kaweoliny-1 w mitochondriach izolowanych zegsni szkieletowych szczurow. Zmianie
tej towarzyszyto obrienie s¢zenia cholesterolu w tych strukturach oraz ¢gkszenie
oporngci na gcznienie mitochondriow indukowane chlorkiem wapnidobnych
zmian nie obserwowano w mitochondriach izolowanyalgtréb zwierat. Co wkcej,
w wyniku dtugotrwatego wysitku ptywackiego doszioo dzwiekszenia poziomu
markerow wolnorodnikowego uszkodzenia makromoleklére co ciekawe,
obserwowane byty w mitochondriach izolowanych atréb, a nie w mitochondriach
izolowanych z mjsni szkieletowych.

Wyniki opublikowane w powiszych pracach wykazyj ze dtugotrwaly wysitek

wywotuje modyfikacg stzenia cholesterolu w obloie mitochondriéw, a zmiana
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ta mae wynika& z r&znych odpowiedzi na generacwolnych rodnikéw. Warto
zauway¢, ze protekcyjne zmiany indukowane wysitkiem ptywackiroyty
obserwowane jedynie w tkankach kurczliwych (sencesnie szkieletowe). Co wcej,
wykazanie potencjalnej roli biatka - kaweoliny-1twn procesie, mee by podstaw

dla zrozumienia mechanizméw mitoprotekcji w waruwtkatresu.

Na podstawie uzyskanych wynikdéw oraz fakte,w wyniku unieruchomienia kezyn

(np. w wyniku posipujacej choroby) dochodzi do stresu oksydacyjnego aramstu

stezenia cholesterolu w r@niach, postanowidmy sprawdzi, na ile wspomniany
mechanizm &dzie widoczny na mysim modelu ludzkiej choroby mel@generacyjnej
stwardnienia zanikowego bocznego. Ponadto ckmeglizweryfikowa&, czy trening
ptywacki w tym modelu eksperymentalnym akast modyfikatorem powsgszych

zmian.

Wyniki tych bada zostaty ugte w trzeciej publikacji z cyklu pracgtlacych podstaw

rozprawy doktorskiej.
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6.3 Publikacja 3

W pracy pt. ,Swim training modulates skeletal masehergy metabolism, oxidative
stress and the mitochondrial cholesterol contentAmyotrophic Lateral Sclerosis
mice”, opublikowane] w czasadjmie Oxidative Medicine and Cellular Longevity
w 2018 roku, przedstawiono wyniki dotyce rozwoju stwardnienia zanikowego
bocznego oraz wptywu treningu ptywackiego, w tejnestce chorobowej na: stres
oksydacyjny, stzenie cholesterolu, k¢ biatka kaweoliny-1 oraz metabolizm
energetyczny w miniach szkieletowych mysz.

Stwardnienie  zanikowe boczne jest nieulecgaln chronicza  choroly
neurodegeneracygn ktora charakteryzuje esiselektywra $miercia motoneurondéw
w korze ruchowej, pniu moézgu i rdzeniu ¢gowym. Jednake przyczyn
neurodegeneracji w ALS nale poszukiwg takze poza uktadem nerwowym. Jedn
z przyczyn tej choroby jest mutacja w genie dysmytaonadtlenkowej (SOD1), gdzie
dochodzi do zamiany glicyny na alaginv pozycji 93 (SOD$**"). Nadekspresja
SODI*%** w migsniach szkieletowych nie tylko inicjujgmieré motoneuronéw,
ale réwnie jest przyczyn atrofii migsni. Ponadto, zniszczenie poker nerwowo-
miesniowych powizane jest ze stresem oksydacyjnym, wywotanym spryim
tkankowo rozpadem mitochondridw ¢émi. Najnowsze badania dotygze patogenezy
ALS padwig¢cajg wiele uwagi strukturom utworzonym przez mitochoadr btony
retikulum endoplazmatycznego (MAMS). Struktury ®amgaowane g w regulacs:
sygnalizacji jonéw wapnia, bioenergetyki mitochaddr, apoptozy i stresu
oksydacyjnego. Naky przypuszczé ze podtrzymanie funkcji tych strukturedizie
towarzyszy wydtuzeniu oraz poprawie jakoi zycia osob z ALS. W zwizku z tym,
celem tej pracy byto zbadanie wpltywu progresji ALSna zmiany w stzeniach
mitochondrialnego cholesterolu, a talke bioenergetyle i stres oksydacyjny
w miesniach szkieletowych mysz ALS (SOD®**). Celem tych eksperymentéw
bylo takze =zweryfikowanie czy trening pltywacki u mysz ALS bdzie
modyfikatorem powyzszych zmian w mesniach szkieletowych.

Myszy ALS zostaty podzielone na grupy wedlug stapmaawansowania choroby
(zwierzta przed pojawieniem gipierwszych objawdw oraz w terminalnym stadium
choroby) i obecnei lub braku treningu ptywackiego. W homogenatamtinzymanych

Z migsni  szkieletowych tych zwient, zmierzono aktywni enzymow

zaangaowanych w metabolizm energetyczny (syntaza cytnmia, oksydaza
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cytochromowa, dehydrogenaza mleczanowa, kinazatykreaa), parametry stresu
oksydacyjnego i markery MAMs (i$0 biatka kaweoliny-1 i stzenie cholesterolu
we frakcji mitochondrialnej).

Progresja choroby u mysz z ALS byta zmana z obrieniem ilgci kaweoliny-1
I akumulacy cholesterolu we frakcji mitochondrialnej. Zmiandym towarzyszyto
pogorszenie metabolizmu tlenowego i beztlenowegz avyzszy poziom markerow
wolnorodnikowego uszkodzenia makromolekut. Wyniadm potwierdzity,ze trening
ptywacki wydtwza zycie myszy ALS, czemu, co jest gidwnym odkryciemszyeh
bada, towarzyszyta zmiana w komponentach MAMs (podsagenie ildci kaweoliny-
1 oraz obnienie sgzenia cholesterolu we frakcji mitochondrialnej). @@cej, trening
ptywacki podtrzymywat rowniefunkcje energetyczgmitochondridéw i obriat poziom

markeréw peroksydaciji biatek i lipidow.

Wyniki tych bada sugeruj, ze modyfikacja komponentow MAMs, spowodowana
treningiem, mae odgrywa kluczowy role w spowolnieniu rozwoju choroby - ALS.
Wyjasnienie tego mechanizmu rm stworzy nowe maliwosci terapeutyczne zarowno
w ALS jak i innych chorobach zwzanych z dysfunkegj mitochondriow, co poza

wartascig naukovy, przyniesie rownigkorzys¢ praktyczm.
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7. Wnioski

1. Dtugotrwaty wysitek ptywacki wywotuje obaenie s¢zenia cholesterolu w obie
mitochondriow izolowanych z r@ni szkieletowych szczuréw, a zmiana ta jest

skorelowana ze wzrostem §m kaweoliny-1 w tych strukturach.

2. W wyniku powyszych zmian dochodzi do zgkiszenia oporngzci mitochondridéw

na gcznienie wywotane jonami wapnia.

3. W wyniku generacji wolnych rodnikow w czasie s ptywackiego dochodzi
do wzrostu poziomu markerow peroksydacji biatekigiddow w mitochondriach
izolowanych z wtrob, przy jednoczesnym braku zmian w mitochondrigolowanych
z serc i mgsni szkieletowych.

4. Zmiany, do jakich dochodzi w czasie dlugotrwategvysitku ptywackiego,
nie wptywap na bioenergetykmitochondriéw.

5. W zaawansowanym stadium choroby u myszy z AL&hddzi do obrienia ilgci
kaweoliny-1 w obgbie MAMs, z jednoczesnym nagromadzeniem cholestenotych

strukturach.

6. U myszy z ALS zaobserwowano rowhnigogorszenie metabolizmu energetycznego
zarowno tlenowego jak i beztlenowego oraz wzrostziggou markeréw
wolnorodnikowego uszkodzenia makromolekut.

7. Trening ptywacki u zwiegt z ALS doprowadza do zekszenia ildci kaweoliny-1
oraz zmniejszenia ¢tenia cholesterolu. Zmianom tym towarzyszytla poprawa

metabolizmu mitochondrialnego oraz zmniejszeni®k®ydacji makromolekut.

8. Wydtuzeniezycia zwierat z ALS jest zwgzane z modyfikagj struktury MAMs.
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9. Streszczenie pracy wegyku polskim

Wprowadzenie

Brak systematycznej aktywém fizycznej jest jedsm z gtdwnych przyczyn wielu
chorob. Z drugiej strony regularna aktywadizyczna zapobiega takim schorzeniom
jak:  nowotwory, cukrzyca, choroby ukladu akenia, udary i inne. Dane
z pismiennictwa dowodg rowniez, ze trening ptywacki tagodzi objawy, poprawia
jakos¢, a nawet mee doprowadzi do wydhwenia zycia w chorobie
neurodegeneracyjnej, jak jest Stwardnienie Zanikowe Boczne (ALS). Wielu
z wymienionych wyej choréb towarzysgz dysfunkcg mitochondriow, zwjzane
z zaburzeniami w obbie struktur komdrkowych utworzonych przez mitoctioa

i blony retikulum endoplazmatycznego (MAMSs) w tymopesie.

Cel pracy

Celem pracy bylo wykazanie czy dtugotrwaty wysifgigwacki, w tkankach zdrowych
szczurdw oraz trening ptywacki w gdniach szkieletowych mysz z ALS, wpkyna:
modyfikacje s¢zenia cholesterolu we frakcji komorkowej i mitochoiathej, popraw
funkcji mitochondriow oraz stenie markerow wolnorodnikowego uszkodzenia

makromolekut.

Materiaty i metody

Badania zostaly wykonane z wykorzystaniem dwoch etiodksperymentalnych.
Badania dotyczre wplywu jednorazowego, dlugotrwatego wysitku phgkiego
na stres oksydacyjny, modyfikacjsttzen cholesterolu we frakcji komoérkowe;
I mitochondrialnej oraz funkejmitochondriébw zostaly przeprowadzone na szczurach
rasy Wistar. Z kolei, badania dotyce wptywu treningu ptywackiego na stres
oksydacyjny, metabolizm energetyczny orazzestie cholesterolu we frakcji
komorkowej i mitochondrialnej w atroficznych gdniach szkieletowych, zostaty
przeprowadzone na myszach transgenicznych B6SJ(STUP1G93A) 1Gur/J, ktore
s3 mysim modelem ludzkiej choroby ALS.

W zebranym materiale, od zwigtzpoddawanych wysitkowi i nieptywaggych, zostaty
oznaczone: gtenie cholesterolu we frakcji komérkowej i mitochoiathej, ilos¢ biatka

kaweoliny-1, sizenie markeréw wolnorodnikowego uszkodzenia makreing|
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pecznienie mitochondridw, aktywidoi enzyméw (syntazy cytrynianowej, oksydazy
cytochromowej, katalazy).

Wyniki

Jednorazowy, diugotrwaty wysitek ptywacki, we friikoomaorkowej serc, spowodowat
wzrost sgzenia markeréw stresu oksydacyjnego, mierzonych panom: grup
karbonylowych biatek oraz indeksu peroksydacjidgw - dienéw. Ten sam wysitek
spowodowat rownie zwickszenie ildci biatka kaweoliny-1 w mitochondriach
izolowanych z mjsni szkieletowych szczuréw. Zmianie tej towarzyszgbnizenie
stezenia cholesterolu w tych strukturach oraz ¢gkszenie oporni na cznienie
mitochondriow indukowane chlorkiem wapnia. Podolmygnian nie obserwowano
w mitochondriach izolowanych zatréb zwierat. Co wicej, w wyniku diugotrwatego
wysitku ptywackiego doszto do zgkiszenia poziomu markerow wolnorodnikowego
uszkodzenia makromolekut, ktére co ciekawe, obsemame byly w mitochondriach

izolowanych z wtrob, a nie w mitochondriach izolowanych zegmi szkieletowych.

Progresja choroby u mysz z ALS byta zmana z obrieniem ilgci kaweoliny-1
I akumulacy cholesterolu we frakcji mitochondrialnej. Zmiandym towarzyszyto
pogorszenie  metabolizmu  tlenowego oraz zsey poziom  markeréw
wolnorodnikowego uszkodzenia makromolekut. Wyniadm potwierdzity,ze trening
ptywacki wydtwza zycie mysz ALS, czemu towarzyszy zmiana w komporenta
MAMs (podwyzszenie ildci kaweoliny-1 oraz obnenie sgzenia cholesterolu
we frakcji mitochondrialnej). Co wtej, trening ptywacki podtrzymywat réwrie
funkcje energetyczs mitochondriow i obniat poziom markerow peroksydacji biatek

i lipid6w.

Whnioski

Uzyskane wyniki wykazuj ze protekcyjne zmiany wywotane jednorazowym,
diugotrwatym wysitkiem ptywackim & zwigzane z obriieniem sgzenia cholesterolu
w obrbie mitochondriéw izolowanych z wiéini szkieletowych szczuréw, a zmiana ta
jest skorelowana ze wzrostem std kaweoliny-1 w tych strukturach. W wyniku
powyzszych zmian dochodzi do zgiiszenia oporngei mitochondridbw na ¢cznienie
wywotane jonami wapnia. Warto zauiaya, ze zmiany te byly obserwowane jedynie

w tkankach kurczliwych (serce, édnie szkieletowe).
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Z kolei badania z zyciem mysiego modelu ludzkiej choroby ALS wykaguje w tej
jednostce chorobowej, dochodzi do modyfikacji komgatéw MAMs. Odwrécenie
zmian w obgbie tych struktur poprzez trening ptywacki towazyle wydtuzeniuzycia
tych zwierat. Wyniki te sugery, ze modyfikacja komponentow MAMS,
spowodowana treningiem, m® odgrywaé kluczowy rolg w spowolnieniu rozwoju
choroby - ALS.
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10. Streszczenie pracy wegyku angielskim

Introduction

A lack of systematic physical activity is one oktimain causes of many diseases.
On the other hand, regular physical activity présesuch diseases as: cancer, diabetes,
cardiovascular diseases, strokes and others. Data the literature also prove that
swim training alleviates symptoms, improves quabtylife, and may even extend
the lifespan in neurodegenerative disease - AmpttooLateral Sclerosis (ALS). Many
of the diseases mentioned above are accompanidd mitbchondrial dysfunction,
which are related to disorders within the cell stmoes formed by the mitochondria

and the endoplasmic reticulum membranes (MAMS).

Aim of the study

The aim of this study was to investigate the effaafta long-lasting acute swimming,
in tissues of healthy rats, and swim training ialetal muscle of ALS mice on:
modification of cholesterol concentration in thdldar and mitochondrial fraction,
mitochondrial function and the level of lipid anbfein peroxidation markers.

Materials and Methods

The studies were performed using two experimentaldets. Firstly, studies

on the effect of long-lasting acute swimming on dative stress, modification
of cholesterol concentrations in the cellular anditoamondrial fraction,

and mitochondrial function were performed on Wistats. Secondly, studies
on the effect of swim training on oxidative streeegrgy metabolism and cholesterol
concentration in the cellular and mitochondrialcfran in atrophic skeletal muscles
were carried out on B6SJL-Tg (SOD1G93A) 1Gur/J dgmmic mice, which

are a mouse model of human ALS disease. In theatell material, from the animals
assigned to swim and non-swim groups was measuledlesterol concentration
in the cellular and mitochondrial fraction, the @akn-1 protein content,

the concentration of free radical macromoleculeshatge, mitochondrial swelling

and enzyme activities (citrate synthase, cytochroroeidase, catalase).
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Results

A long-lasting acute swimming caused an increasekens of oxidative stress,
measured by: proteins carbonyl groups and the irafebpid peroxidation - dienes
in the cellular fraction of the hearts. Moreovdtenacute exercise the elevated amount
of caveolin-1 in the mitochondria isolated fromstagkeletal muscle was observed. This
modification was accompanied with lower cholestelelels in these structures
and increased resistance to calcium-induced swedlirmitochondria. However, similar
changes were not observed in mitochondria isoldredn livers. Additionally,
as the result of prolonged swimming, there was rarease in the level of lipid
and protein peroxidation markers, which, interegfinwere observed in mitochondria
isolated from the liver but not in the mitochondsalated from skeletal muscles.
Progression of ALS was associated with a decreasehé level of caveolin-1
and the accumulation of cholesterol in the mitoch@ fraction. These changes
were accompanied with deterioration of aerobic b@tam and higher level of free
radical macromolecules damage. Our results conéirtiat swim training extends
the lifespan of ALS mice, which was associated vaithalteration in the components
of MAMs (increase in the caveolin-1 level and loweasholesterol level
in the mitochondrial fraction). What is more, swiraining also maintained the energy
function of mitochondria and reduced the Ilevel ofarkers of protein

and lipid peroxidation.

Conclusion

The obtained results show that protective modificet induced by a long-lasting
swimming are associated with a decrease Iin chotésteconcentration
in the mitochondria isolated from the skeletal nesof rats. This change correlates
with the increase in the caveolin-1 level in theseictures. As the result of these
changes, an inhibition of mitochondrial swellingsamabserved. It is worth noting that

these modifications were observed only in contlatisues (heart, skeletal muscles).

Studies using the mouse model of human diseaseS- ghow that in the development
of this disease, the components of MAMs are madlifiReversal of changes within
these structures through swim training was accomparwith the prolongation
of lifespan in ALS mice. These data suggest thatlifitation of MAMs may play
a crucial role in the exercise-induced deceleradioALS development.
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