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„Bądź zadowolony, jeżeli choć krok zrobisz najmniejszy. 
I tego bądź przekonania, że w tym wypadku nic nie jest małe”. 

Marek Aureliusz, Rozmyślania

Dla tych, którzy byli ze mną w trudnych chwilach.

Dziękuję również każdemu,
kto dołożył chociaż najmniejszą cegiełkę do tej pracy.

Niech ta praca będzie dla mnie inspiracją i motywacją  
do podejmowania nieoczywistych decyzji.
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seckiego w Poznaniu. 
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WYKAZ SKRÓTÓW
ALAT (ang. alanine transaminase) – aminotransferaza alaninowa
ALP (ang. alkaline phosphatase) – fosfataza alkaliczna
ANOVA (ang. analysis of variance) – analiza wariancji
ASAT (ang. aspartate transaminase) – aminotransferaza asparaginowa
BDNF (ang. brain-derived neurotrophic factor) – neurotroficzny czynnik pochodzenia 

mózgowego
CHOL – cholesterol
CK (ang. creatine kinase) – kinaza kreatynowa
CK-MB – kinaza kreatynowa – izoenzym sercowy
ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) – test immunoenzymatyczny
GGT (ang. gamma glutamyl transferase) – gamma-glutamylotransferaza
IL-1 – interleukina 1
IL-6 – interleukina 6
INS – insulina
LDH (ang. lactate dehydrogenase) – dehydrogenza mleczanowa
LDL (ang. low-density lipoprotein) – lipoproteina o niskiej gęstości
LEPT – leptyna
TG – trójglicerydy
Trk-B (ang. tyrosine receptor kinase B) – receptor kinazy tyrozynowej B 
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STRESZCZENIE
Wstęp. Neurotroficzny czynnik pochodzenia mózgowego (BDNF) to plejotropowe biał-
ko z rodziny neurotrofin, kluczowe dla wzrostu, rozwoju i przeżycia neuronów. Odgrywa 
ważną rolę w plastyczności synaptycznej, zwłaszcza w obszarach mózgu, takich jak hipo-
kamp, kora wzrokowa, istota czarna oraz prążkowie. BDNF odgrywa również istotną rolę 
w metabolizmie wątroby i serca, jednak jego funkcja modulatora procesów i szlaków me-
tabolicznych w tych narządach jest słabo poznana. Stąd głównym celem wykonanych eks-
perymentów było poznanie związku między osią sygnalizacyjną BDNF/Trk-B a biomarke-
rami wskazującymi efektywność procesów metabolicznych wątroby i mięśnia sercowego 
u szczurów. W badaniach określano koncentrację BDNF, receptora kinazy tyrozynowej B 
(Trk-B), jak również stężenia oraz aktywność podstawowych biomarkerów metabolicz-
nych wątroby i mięśnia sercowego u szczurów pozbawionych jednego allela genu BDNF 
oraz u niemodyfikowanych genetycznie szczurów. Ponadto oceniano wpływ 5-tygodnio-
wego treningu wytrzymałościowego o umiarkowanej intensywności jako czynnika modu-
lującego poziom BDNF we krwi i tkankach oraz normującego potencjalne zmiany metabo-
liczne w obu analizowanych narządach wewnętrznych.

Materiały i metody. Badania przeprowadzono na czterech grupach zwierząt: niemody-
fikowanych genetycznie (n = 11), o zmienionym genotypie BDNF (n = 11), trenowanych 
niemodyfikowanych genetycznie (n = 10) oraz trenowanych o zmienionym genotypie 
BDNF (n = 9). Po zakończeniu procedury treningowej szczury uśmiercano, a następnie 
pobierano od nich wątroby i serca. Pozyskane tkanki homogenizowano w celu wykonania 
oznaczeń za pomocą testu immunoenzymatycznego (ELISA) i analizatora chemicznego  
w nadsączu tkanek. Oznaczono stężenia: BDNF i Trk-B, lipidów i lipoprotein – choleste-
rolu (CHOL), trójglicerydów (TG) oraz lipoproteiny o niskiej gęstości (LDL), jak również 
aktywność enzymów metabolicznych – aminotransferazy alaninowej (ALAT), aminotrans-
ferazy asparaginowej (ASAT), gamma-glutamylotransferazy (GGT) i dehydrogenazy mle-
czanowej (LDH). Dodatkowo w wątrobie mierzono aktywność fosfatazy alkalicznej (ALP), 
a także stężenia i aktywności hormonów – insuliny (INS) i leptyny (LEPT) oraz interleu- 
kiny 6 (IL-6). Natomiast w sercu mierzono aktywność kinazy kreatynowej (CK) i kinazy 
kreatynowej – izoenzymu sercowego (CK-MB) oraz stężenia interleukiny 1 (IL-1). Do sta-
tystycznego porównania wyników uzyskanych we wszystkich badanych grupach szczu-
rów zastosowana została dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA). 

Wyniki. W wątrobie szczurów z grupy BDNF knockout wykazano statystycznie niższe 
stężenia BDNF, Trk-B, lipidów i lipoprotein (CHOL i LDL) oraz aktywności enzymów me-
tabolicznych (ALAT i GGT), jak również wyższe stężenia TG i masy omawianego narządu  
w porównaniu ze szczurami niemodyfikowanymi genetycznie. Natomiast w sercu szczu-
rów z grupy BDNF knockout stwierdzono statystycznie zarówno niższy poziom receptorów 
Trk-B, jak i niższe stężenia CHOL i LDL oraz niższe aktywności enzymów metabolicznych 
(ALAT, ASAT, GGT, CK i CK-MB) w porównaniu z grupami szczurów niemodyfikowanych 
genetycznie.

Po treningu wytrzymałościowym szczury z grupy BDNF knockout charakteryzowały 
się wyższymi aktywnościami enzymów metabolicznych (ALAT i ASAT) oraz stężeniami 
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IL-6 w wątrobie. Dodatkowo trening wytrzymałościowy powodował wyższe stężenia i ak-
tywności INS i LEPT oraz niższe aktywności LDH w wątrobie, a także wyższą aktywność 
CK w sercu wszystkich zwierząt niezależnie od ich genotypu w porównaniu z grupami 
nietrenowanymi.

Wnioski. W wątrobie i mięśniu sercowym szczurów z ubytkiem genu BDNF wykazano 
znacząco niższe stężenie lipidów i lipoprotein (CHOL i LDL) oraz niższą aktywność en-
zymów metabolicznych (ALAT, ASAT i GGT). Wspomniane powyżej zmiany były powią-
zane z różnicami w koncentracji BDNF oraz receptora Trk-B zarówno w wątrobie (niższa 
zawartość BDNF/Trk-B), jak i sercu (wzrost poziomu receptorów Trk-B) tych zwierząt. 
Takie wyniki sugerują, że delecja genu BDNF powoduje zaburzenia w osi sygnalizacyjnej 
BDNF/Trk-B, co skutkuje zmianami w metabolizmie lipidów oraz aktywności enzymów  
w wątrobie i sercu szczurów z grupy BDNF knockout. Zmiany te mogą wskazywać na roz-
wój stłuszczenia wątroby oraz na niedotlenienie lub niedokrwienie mięśnia sercowego, 
co w konsekwencji może prowadzić do wystąpienia zespołu metabolicznego. 

U szczurów z ubytkiem genu BDNF trening poprawiał wydajność szlaków metabo-
licznych w wątrobie, a wytwarzana przez mięśnie IL-6 mogła wspierać regenerację tego 
organu. U wszystkich trenowanych szczurów zaobserwowano lepszą regulację metabo-
lizmu, spadek masy ciała i zwiększoną efektywność szlaków energetycznych w mięśniu 
sercowym.
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ABSTRACT
Introduction. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a pleiotropic protein of the 
neurotrophin family, crucial for the growth, development and survival of neurons. It plays 
an important role in synaptic plasticity, especially in brain areas such as the hippocampus, 
visual cortex, substantia nigra and striatum. BDNF also plays an important role in liver 
and heart metabolism, but its function as a modulator of metabolic processes and path- 
ways in these organs is poorly understood. Hence, the main purpose of the experiments 
performed was to recognize the relationship between the BDNF/Trk-B signalling axis and 
biomarkers indicating the efficiency of hepatic and myocardial metabolic processes in 
rats. In the study, the concentrations of BDNF, tyrosine receptor kinase B (Trk-B) as well as 
the concentrations and activities of basic metabolic biomarkers of liver and myocardium 
were determined in rats lacking one allele of the BDNF gene (BDNF knockout, SD-BDNF) 
and in non-genetically modified rats. In addition, the effect of 5-week moderate-intensity 
endurance training was evaluated as a factor modulating BDNF levels in blood and tissues 
and normalizing potential metabolic changes in both internal organs analyzed.

Materials and Methods. The study was conducted on four groups of animals: non-geneti-
cally modified (n = 11), BDNF knockout genotype (n = 11), non-genetically modified tra-
ined (n = 10) and BDNF knockout genotype trained (n = 9). After the training procedure, 
the rats were sacrificed and their livers and hearts were collected. The extracted tissues 
were homogenised for determination by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
and chemical analyser in the tissue filtrate. Concentrations were determined for: BDNF 
and Trk-B, lipids and lipoproteins – cholesterol (CHOL), triglycerides (TG) and low-densi-
ty lipoprotein (LDL), as well as metabolic enzyme activity – alanine transaminase (ALAT), 
aspartate transaminase (ASAT), gamma-glutamyltransferase (GGT) and lactate dehydro-
genase (LDH). In addition, alkaline phosphatase (ALP) – enzyme activity – was measured 
in the liver, as well as hormone concentrations and activities – insulin (INS) and leptin 
(LEPT), and interleukin (IL-6). On the other hand, creatine kinase (CK) and creatine kina-
se – cardiac isoenzyme (CK-MB) – enzyme activities – and interleukin (IL-1) concentra-
tions were measured in the heart. A two-factor analysis of variance (ANOVA) was used to 
statistically compare the results obtained in all the rat groups studied.

Results. The liver of rats in the BDNF knockout group showed statistically lower concen-
trations of BDNF, Trk-B, lipids and lipoproteins (CHOL and LDL) and metabolic enzyme 
activities (ALAT and GGT), as well as higher TG concentrations and weight in this organ 
compared to rats in the control group. Meanwhile, the hearts of rats in the BDNF knockout 
group had statistically lower concentrations of both Trk-B receptors and CHOL and LDL, 
as well as lower metabolic enzyme activities (ALAT, ASAT, GGT, CK and CK-MB) compared 
to the control group.

After endurance training, rats in the BDNF knockout group had higher metabolic en-
zyme activities (ALAT and ASAT) and liver IL-6 concentrations. In addition, endurance 
training resulted in higher INS and LEPT concentrations and activities, and lower LDH 
activities in the liver and higher CK activity in the heart of all animals, regardless of their 
genotype, compared to the untrained groups.
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Conclusions. The liver and myocardium of rats with BDNF gene deficiency showed sig- 
nificantly lower concentrations of lipids and lipoproteins (CHOL and LDL) and lower acti- 
vity of metabolic enzymes (ALAT, ASAT and GGT). The aforementioned changes were  
associated with differences in BDNF and Trk-B receptor concentrations in both the liver 
(lower BDNF/Trk-B content) and heart (increased Trk-B receptor levels) of these animals. 
Such results suggest that deletion of the BDNF gene causes disruption of the BDNF/Trk-B 
signaling axis, resulting in changes in lipid metabolism and enzyme activity in the liver 
and heart of BDNF knockout rats. These changes may indicate the development of hepatic 
steatosis and myocardial hypoxia or ischemia, resulting in metabolic syndrome. 

In rats with BDNF gene defects, training improved the efficiency of metabolic pathways 
in the liver, and muscle-produced IL-6 could promote regeneration of this organ. In all tra-
ined rats, better metabolic regulation, weight loss and increased efficiency of myocardial 
energy pathways were observed.
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1. WSTĘP
Udział BDNF w procesach fizjologicznych organizmu

Neurotroficzny czynnik pochodzenia mózgowego (BDNF) jest jednym z najważniejszych 
białek, odgrywającym istotną rolę w wielu procesach biologicznych zarówno w ośrod-
kowym, jak i obwodowym układzie nerwowym. Największa ekspresja BDNF wystę-
puje w: hipokampie, korze wzrokowej, istocie czarnej oraz prążkowiu (Li i in. 2022b).  
W tych strukturach BDNF wspiera wzrost, rozwój i przeżywalność neuronów (Bathina  
i Das 2015), uczestniczy w procesach plastyczności synaptycznej (Ji i in. 2010), długotrwa-
łego wzmocnienia synaptycznego (Schinder i Poo 2000), zdolności uczenia się i zapamię-
tywania (Vicario-Abejón i in. 2002), formowania połączeń nerwowych (Wang i in. 2022) 
oraz regeneracji aksonów (Gordon 2009; Lindsay 1988; Richner i in. 2014). Te różno-
rodne funkcje sprawiają, że BDNF odgrywa kluczową rolę w zapewnieniu prawidłowego 
funkcjonowania układu nerwowego.

BDNF oddziałuje również na inne układy i tkanki, takie jak mięśnie poprzecznie prąż-
kowane (Mousavi i Jasmin 2006), mięśnie gładkie (Aravamudan i in. 2016) oraz układ 
endokrynny (Podyma i in. 2021). Ponadto BDNF wpływa na metabolizm tkanki tłuszczo-
wej (Nakagomi i in. 2015) oraz na funkcjonowanie kluczowych organów, w tym trzustki 
(Fulgenzi i in. 2020), wątroby (Genzer i in. 2017) i serca (Pius-Sadowska i Machaliń- 
ski 2017).

BDNF uczestniczy w licznych procesach fizjologicznych, wywierając swoje działanie 
przede wszystkim przez receptor kinazy tyrozynowej B (Trk-B) (Schirò i in. 2022; Tessa-
rollo i Yanpallewar 2022). Interakcja BDNF z receptorem Trk-B tworzy funkcjonalną oś 
sygnalizacyjną, która odgrywa kluczową rolę w regulacji wielu procesów biologicznych, 
takich jak metabolizm lipidów i glukozy (Han i in. 2016; Park i in. 2007), funkcjonowanie 
szlaków metabolicznych i energetycznych (Genzer i in. 2017; Iu i Chan 2022) oraz synteza 
białek i ich pochodnych (Canbay i in. 2007).

Rola osi sygnalizacyjnej BDNF/Trk-B w metabolizmie wątroby

W wątrobie głównym miejscem występowania BDNF oraz Trk-B są komórki gwiaździ-
ste (Cassiman i in. 2001) oraz hepatocyty, które stanowią dominujący rodzaj komórek 
omawianego narządu, odpowiadając za jego podstawowe funkcje (Genzer i in. 2017). Wy-
kazano, że BDNF wiąże się ze swoimi receptorami w hepatocytach, co aktywuje szlaki 
metaboliczne odpowiedzialne za utlenianie kwasów tłuszczowych przy jednoczesnym 
hamowaniu glukoneogenezy i zwiększonym magazynowaniu glikogenu (Genzer i in. 
2017). Ponadto udowodniono, że BDNF wzmacniał sygnalizację insulinową w wątrobie 
oraz wykazywał działanie hipoglikemiczne u myszy z indukowaną cukrzycą (Tsuchida 
i in. 2001) oraz że 3-tygodniowa iniekcja BDNF prowadziła do zmniejszenia zawartości 
trójglicerydów i stłuszczenia wątroby, a w konsekwencji – do obniżenia masy tego organu 
(Tsuchida i in. 2002). 

Pomimo tych odkryć rola BDNF w metabolizmie wątrobowym jest nadal słabo zrozu-
miana. Wynika to z faktu, że dotychczasowe badania skupiały się głównie na określaniu 
poziomów BDNF i biomarkerów we krwi, podczas gdy wpływ osi sygnalizacyjnej BDNF/
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Trk-B na enzymy wątrobowe, szlaki metaboliczne, lipoproteiny oraz zmiany hormonalne 
w hepatocytach nie został szczegółowo poznany.

Rola osi sygnalizacyjnej BDNF/Trk-B w funkcjonowaniu serca

BDNF oraz jego receptor Trk-B są obecne w różnych typach komórek serca, w tym w kar-
diomiocytach i komórkach śródbłonka tętnic wieńcowych (Feng i in. 2015; Fulgenzi i in. 
2015; Kermani i Hempstead 2007; Li i in. 2022a). Badania wykazały, że oś sygnalizacyj-
na BDNF/Trk-B odgrywa kluczową rolę w utrzymaniu prawidłowej funkcji układu ser-
cowo-naczyniowego, m.in. poprzez zwiększenie żywotności kardiomiocytów (Okada i in. 
2012), poprawę funkcji serca związanej z jego skurczem i rozkurczem (Feng i in. 2015) 
oraz wspomaganie rozwoju naczyń krwionośnych w sercu (Kermani i Hempstead 2007).  
Ponadto wykazano, że zmiany w osi sygnalizacyjnej BDNF/Trk-B są silnie związane z roz-
wojem wielu chorób sercowo-naczyniowych, a poziom BDNF we krwi uznano za poten-
cjalny biomarker tych chorób (Bahls i in. 2019). Obecnie wiadomo, że niższe stężenie 
BDNF w surowicy i osoczu krwi występuje u pacjentów z chorobami serca, takimi jak 
niedokrwienna choroba serca, ostry zespół wieńcowy, niestabilna dławica piersiowa, na-
czyniowe uszkodzenie mózgu, przewlekła niewydolność serca, oraz u osób zagrożonych 
udarem (Ejiri i in. 2005; Kadowaki i in. 2016; Manni i in. 2005; Pikula i in. 2013). Badania 
wykazały również, że niski poziom BDNF wiąże się z wyższą śmiertelnością i częstszym 
występowaniem chorób sercowo-naczyniowych (Kaess i in. 2015). Dodatkowo ekspe-
rymenty polegające na usunięciu receptorów Trk-B u myszy prowadziły do zaburzenia 
funkcji skurczowej i rozkurczowej serca (Feng i in. 2015). 

Mimo tych odkryć nadal nie wyjaśniono, czy sygnalizacja BDNF/Trk-B w mięśniu ser-
cowym wpływa na enzymy metaboliczne, enzymy specyficzne dla mięśnia sercowego, czy 
lipoproteiny oddziałujące na funkcje metaboliczne serca.

Związek pomiędzy treningiem wytrzymałościowym a BDNF w chorobach
sercowo-naczyniowych i metabolicznych

Aktywność fizyczna o charakterze wytrzymałościowym wpływa na modulację stężenia 
BDNF w surowicy i osoczu krwi, co potwierdziły liczne badania (Dinoff i in. 2016; Szuhany 
i in. 2015). W przypadku ludzi zaobserwowano, że regularny trening wytrzymałościowy, 
trwający kilka tygodni, prowadzi do zwiększenia poziomu BDNF w surowicy krwi (Ra-
smussen i in. 2009; Tang i in. 2008). Eksperymenty na szczurach również wykazały, że 
umiarkowanie intensywny trening wytrzymałościowy prowadził do zwiększenia stęże-
nia BDNF w osoczu oraz poprawy tolerancji insuliny. Efekty te były jednak hamowane 
u zwierząt otrzymujących codzienne dootrzewnowe dawki blokerów receptorów Trk-B 
(Jiménez-Maldonado i in. 2014). 

Ponadto wykazano, że trening wolincjonalny u szczurów zwiększał poziom BDNF nie 
tylko we krwi, ale także w tkance wątrobowej i sercu (Belviranlı i Okudan 2018). Zosta-
ło również udokumentowane, że biegi wytrzymałościowe posiadają szeroki potencjał 
prozdrowotny, przeciwdziałając wielu schorzeniom układu sercowo-naczyniowego (Ny-
storiak i Bhatnagar 2018). Tego rodzaju aktywność zwiększała wydolność tlenową serca 
(Dickhuth i in. 2004) i obniżała ryzyko śmiertelności z przyczyn sercowo-naczyniowych 
(Arem i in. 2015). Badania wskazały również na istnienie korelacji pomiędzy aktywnością 
fizyczną a wzrostem ekspresji BDNF w mięśniach szkieletowych, sercu oraz mózgu (Alo-
mari i in. 2015; Maroofi i in. 2022; Prigent-Tessier i in. 2013; Wang i in. 2019). Natomiast 
wyniki badań Nakano i in. (2020) sugerowały, że produkcja BDNF zależy zarówno od 
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funkcji mięśni szkieletowych, jak i rodzaju aktywności fizycznej, szczególnie u pacjentów 
z niewydolnością serca. Z drugiej strony eksperymenty na myszach z obniżonym pozio-
mem BDNF wykazały, że miały one podwyższone tętno, które zostało znormalizowane po 
infuzji BDNF bezpośrednio do mózgu, co sugeruje, że BDNF może regulować pracę serca 
poprzez aktywację neuronów przywspółczulnych w pniu mózgu (Wan i in. 2014).

Zaburzenia osi sygnalizacyjnej BDNF/Trk-B a syndrom metaboliczny

BDNF koordynuje procesy adaptacyjne zarówno w ośrodkowym układzie nerwowym, 
jak i w tkankach, takich jak mięśnie, wątroba czy tkanka tłuszczowa (Di Rosa i in. 2021). 
Zaburzenia mechanizmów regulacyjnych zależnych od BDNF w wymienionych tkankach 
prowadzą do obniżenia jego stężenia w osoczu i surowicy krwi, co – jak wykazały ba-
dania Katuriego i in. (2021) oraz Kolevej i Orbetzovej (2022) – towarzyszy rozwojowi 
zaburzeń metabolicznych. Obecnie wiadomo, że obniżony poziom obwodowego BDNF 
u ludzi i gryzoni jest związany z dysfunkcjami metabolicznymi, takimi jak otyłość, zespół 
metaboliczny, cukrzyca czy choroby układu krążenia (Chaldakov i in. 2004; Motamedi i in. 
2017). Wykazano również, że egzogenne podawanie BDNF myszom pozbawionych genu 
kodującego białko tego czynnika neurotroficznego pozwalało na odwrócenie skutków ze-
społu metabolicznego (Kernie i in. 2000; Lyons i in. 1999). W związku z tym syndrom 
metaboliczny należy postrzegać jako następstwo chorób metabolicznych i sercowo-na-
czyniowych, a tkankami, które najbardziej odczuwają skutki tych zaburzeń, są wątroba 
oraz serce. Jednak, jak dotąd, nie zbadano zależności pomiędzy osią sygnalizacyjną BDNF/
Trk-B a biomarkerami odpowiedzialnymi za metabolizm obu tych narządów.
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2. CELE I HIPOTEZY BADAŃ
Głównym celem badań było poznanie związku między osią sygnalizacyjną BDNF/Trk-B 
a biomarkerami wskazującymi efektywność procesów metabolicznych wątroby i serca. 
Założono hipotezę, że zaburzenia w sygnalizacji osi BDNF/Trk-B będą przyczyniały się do 
dysfunkcji metabolicznych obu tych narządów jako głównej przyczyny syndromu meta-
bolicznego. W tym celu przeprowadzono badania porównawcze na heterozygotycznych 
szczurach z usuniętym jednym allelem genu BDNF oraz na szczurach typu dzikiego nie-
modyfikowanych genetycznie.

Dodatkowo u części szczurów z obydwu wymienionych powyżej grup zastosowano 
trening wytrzymałościowy o umiarkowanej intensywności w celu potencjalnego zwięk-
szenia poziomu BDNF we krwi obwodowej oraz tkankach jako czynnika normującego 
ewentualne zmiany metaboliczne w obu wymienionych narządach wewnętrznych.

Założono dwie hipotezy badawcze:
1.	 Genotyp BDNF (niemodyfikowany vs. knockout) wpływa na modulację aktywności  

i stężeń biomarkerów metabolicznych w tkance wątrobowej oraz mięśniu sercowym 
poprzez zmiany w sygnalizacji osi BDNF/Trk-B w wątrobie i sercu (publikacja 1, pu-
blikacja 2). 

2.	 Trening wytrzymałościowy o umiarkowanej intensywności wpływa na oś sygnaliza-
cyjną BDNF/Trk-B w wątrobie oraz mięśniu sercowym szczurów niemodyfikowanych 
genetycznie i z genotypem BDNF knockout, co prowadzi do modulacji aktywności oraz 
stężeń biomarkerów wskazujących na efektywność procesów metabolicznych obu 
tych narządów (publikacja 1, publikacja 2).
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3. CYKL PUBLIKACJI
Przedłożona dysertacja doktorska to cykl prac pod wspólnym tytułem: Znaczenie osi 
sygnalizacyjnej BDNF/Trk-B w regulacji stężeń i aktywności biomarkerów zespołu 
metabolicznego w wątrobie i sercu szczura.

W skład cyklu wchodzą dwa artykuły naukowe:
1.	 Grzelak N., Kaczmarek D., Mrówczyński W. (2023) Comparison of the effects of BDNF/

TRKB signalling on metabolic biomarkers in the liver of sedentary and trained rats 
with normal and knockout BDNF genotypes. Front Physiol, 14, 1268648.  https://doi.
org/10.3389/fphys.2023.1268648
punktacja MEiN: 100; Impact Factor: 3,2

2.	 Grzelak N., Kaczmarek D., Poziemba K.M., Mrówczyński W. (2024) Myocardial disor-
ders in BDNF-deficient rats: limited recovery post-moderate endurance training. Dia-
betes Metab Syndr Obes, 17, 4649–4660. https://doi.org/10.2147/DMSO.S486807
punktacja MNiSW: 100; Impact Factor: 2,8

	 Łącznie: punktacja MEiN/MNiSW: 200; Impact Factor: 6,0

https://doi.org/10.3389/fphys.2023.1268648
https://doi.org/10.3389/fphys.2023.1268648
https://doi.org/10.2147/DMSO.S486807
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4. MATERIAŁ I METODY BADAWCZE
Zwierzęta

Badania przeprowadzono na 41 szczurach płci męskiej szczepu Sprague Dawley (SD)  
w wieku około 4–5 miesięcy, pozyskanych z hodowli SAGE Labs (St. Louis, MO, USA).  
W tym celu wykorzystano 21 szczurów typu dzikiego (BDNF wild-type) niemodyfikowa-
nych genetycznie oraz 20 heterozygotycznych szczurów (BDNF knockout, SD-BDNF) z de-
lecją genu kodującego białko BDNF, który usunięto przy użyciu technologii targeted zinc 
finger nuclease.

Wszystkie zwierzęta do czasu wykonania eksperymentu przechowywano w standar-
dowych klatkach laboratoryjnych (dwa osobniki o tym samym genotypie w jednej klat-
ce) z nielimitowanym dostępem do wody i karmy. Szczury przebywały w pomieszczeniu 
z kontrolowanymi warunkami (odwrócony cykl dzień/noc 12 h : 12 h, wilgotność 55 ±1% 
i temperatura 22 ±2°C).

Przed pobraniem tkanek gryzonie zostały poddane eutanazji poprzez podanie letalnej 
dawki pentobarbitalu sodu (180 mg-kg-1). Odpowiednie biomarkery wątroby oraz serca 
mierzono w czterech grupach zwierząt: (1) szczurach niemodyfikowanych genetycznie 
(Bdnf+/+), (2) heterozygotycznych szczurach z delecją genu BDNF (Bdnf+/−), (3) treno-
wanych szczurach niemodyfikowanych genetycznie (Bdnf+/+T) oraz (4) trenowanych he-
terozygotycznych szczurach z delecją genu BDNF (Bdnf+/−T). 

Doświadczenia przeprowadzono zgodnie z polską ustawą o ochronie zwierząt, przepi-
sami Unii Europejskiej i wytycznymi ARRIVE. Procedury doświadczalne zostały zatwier-
dzone przez Lokalną Komisję Etyczną ds. Badań na Zwierzętach w Poznaniu (numer zgo-
dy: 58/2018).

Trening wytrzymałościowy

Trening wytrzymałościowy o umiarkowanej intensywności przeprowadzano na bieżni 
elektrycznej dla małych gryzoni (Exer-6M, Columbus Instruments). Protokół treningowy 
dla obu grup trenowanych (Bdnf+/+T oraz Bdnf+/−T) składał się z tygodnia adaptacji ru-
chowej oraz 5 tygodni regularnego treningu. Okres adaptacji ruchowej miał na celu przy-
zwyczajenie zwierząt do bieżni elektrycznej oraz wysiłku o charakterze wytrzymałościo-
wym. Odbywał się 2 razy dziennie, trwał od 10 do 45 minut i polegał na bieganiu zwierząt 
z prędkością 10–13 m/min−1. Podczas właściwego okresu treningu wytrzymałościowego 
szczury biegały przez 45 minut dziennie (5 razy w tygodniu przez 5 tygodni) przy progre-
sywnie zwiększanej prędkości bieżni: 15 m/min−1 w pierwszym tygodniu (średni dzien-
ny dystans: 675 m), 17,7 m/min−1 w drugim tygodniu (średni dzienny dystans: 797 m),  
19,3 m/min−1 w trzecim tygodniu (średni dzienny dystans: 869 m), 21,5 m/min−1 w czwar-
tym tygodniu (średni dzienny dystans: 963 m) oraz 24 m/min−1 w piątym tygodniu (śred-
ni dzienny dystans: 1080 m). Według klasyfikacji dokonanej przez Lalanzę i in. (2015) tre-
ning wytrzymałościowy zastosowany w badaniach uznaje się za trening o umiarkowanej 
intensywności.



ROZPRAWA DOKTORSKA16 AWF

Pobieranie tkanek

Dzień po ostatniej jednostce treningu wytrzymałościowego, po eutanazji zwierząt, wyko-
nywano torakotomię w celu pozyskania wątroby oraz serca. Pobrane tkanki ważono, a dalej 
umieszczano w fiolkach kriogenicznych odpowiednich dla wątroby (Yancheng Huida Me-
dical Instruments, Chiny) oraz serca (NUNC/Thermo Fisher Scientific, USA). Następnie 
fiolki zanurzono w ciekłym azocie i umieszczono je w temperaturze −80°C do czasu po-
miarów.

Homogenizacja tkanek

W przypadku wątroby do homogenizacji pobierano małe, dystalne części każdego z pła-
tów. Natomiast w przypadku serca wycinano jego najbardziej zewnętrzne fragmenty  
w celu uzyskania czystej tkanki mięśniowej. Pobrane skrawki ważono i dodawano bufor 
fosforanowy z inhibitorami enzymów (Halt Protease Inhibitor Cocktail EDTA-free [100X]; 
Thermo Fischer Scientific, USA) proporcjonalnie do masy tkanek (9 : 1). Homogenizację 
przeprowadzano z wykorzystaniem homogenizatora dyspersyjnego (VWR VDI 12, Singa-
pur) w czterech cyklach, z których każdy trwał 30 sekund (pomiędzy cyklami próbkę z ho-
mogenatem chłodzono w lodzie). Tkankę homogenizowano z prędkością 30 000 rpm, aby 
zapewnić skuteczną fragmentację tkanki, natomiast gotowy homogenat odwirowywano  
z prędkością 5000 rpm przez 5 minut w celu oddzielenia większej cząsteczki oraz pozo-
stałości komórkowych od supernatantu. Uzyskany supernatant pobierano i przechowy-
wano w temperaturze −80°C do momentu pomiarów biochemicznych.

Pomiary za pomocą testu immunoenzymatycznego (ELISA)

W obydwu tkankach sprawdzono stężenie poziomu BDNF (czułość testu: 0,035 ng-ml-1, 
nr kat.: SRB-T-81493) oraz receptorów Trk-B (czułość testu: 12,337 pg/ml; nr kat.: 201- 
-11-0426). W przypadku wątroby badano również koncentrację leptyny (LEPT; czułość te-
stu: 7,054 pg/ml; nr kat.: 201-11-0456) i interleukiny-6 (IL-6; czułość testu: 1, 822 pg/ml; 
nr kat.: 201-11-0136) oraz aktywność insuliny (INS; czułość testu: 0,102 mIU/L; nr kat.: 
201-11-0708). Natomiast w sercu dodatkowo oszacowano stężenie interleukiny-1 (IL-1; 
czułość testu: 10,135 ng/L; nr kat.: 201-11-0108). W tym celu przeprowadzono pomiary 
za pomocą ELISA zgodnie z instrukcjami zestawów producenta (Sunredbio, Chiny). Pod-
czas pomiaru użyto fali światła o długości 450 nm przy wykorzystaniu wielomodowego 
czytnika mikropłytek (Synergy 2 SIAFRT, BioTek, USA).

Analizy biochemiczne za pomocą analizatora biochemicznego

Dla obu tkanek przeprowadzono analizę stężeń tłuszczów i lipoprotein, takich jak lipo-
proteina o niskiej gęstości (LDL; czułość testu: 3,9 mg/dl; nr kat.: 7-280 [Cormay, Polska]), 
cholesterol (CHOL; czułość testu: 1,95 mg/dl; nr kat.: 7-204 [Cormay, Polska]), trójglice-
rydy (TG; czułość testu: 1,4 mg/dl; nr kat.:. 7-253 [Cormay, Polska]); enzymów, wliczając 
aminotransferazę alaninową (ALAT; czułość testu: 8 U/L; nr kat.: 7-216 [Cormay, Polska]), 
aminotransferazę asparaginową (ASAT; czułość testu: 7 U/L; nr kat.: 7-214 [Cormay, Pol-
ska]), gamma-glutamylotransferazę (GGT; czułość testu: 6,6 U/L; nr kat.: 7-239 [Cormay, 
Polska]) i dehydrogenazę mleczanową (LDH; czułość testu: 6,6 U/L; nr kat.: 7-239 [Cor-
may, Polska]). Dodatkowo w wątrobie zbadano aktywność fosfatazy alkalicznej (ALP; 
czułość testu: 7,8 U/L; nr kat.: 7-212 [Cormay, Polska]), natomiast w sercu – aktywność 
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kinazy kreatynowej (CK; czułość testu: 7,4 U/L; nr kat.: 7-220 [Cormay, Polska]) i kinazy 
kreatynowej – izoenzymu sercowego (CK-MB; czułość testu: 4 U/L; nr kat.: 7-427 [Cor-
may, Polska]). Pomiary wykonano za pomocą analizatora biochemicznego (Accent 220S, 
Cormay, Polska).

Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki wszystkich przeprowadzonych pomiarów zostały przedstawione jako 
średnia ± odchylenie standardowe (SD). W celu porównania wszystkich badanych grup 
przeprowadzono dwuczynnikową analizę wariancji (ANOVA). Jeśli interakcja pomiędzy 
zmiennymi niezależnymi była istotna statystycznie, przeprowadzono test post-hoc Tu-
keya. Wszelkie analizy statystyczne zostały wykonane przy użyciu oprogramowania Stati-
stica 13 (Statsoft, Polska, Kraków).
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5. WYNIKI
Masa ciała oraz wątroby

Poprzednie badania przeprowadzone na tych samych grupach zwierząt (Grzelak i in. 
2023) wykazały, że heterozygotyczne szczury z delecją genu BDNF (Bdnf+/−) miały sta-
tystycznie wyższą masę ciała (o 21,5%) w stosunku do szczurów niemodyfikowanych 
genetycznie (Bdnf+/+), natomiast mniejsza masa ciała charakteryzowała szczury z obu 
trenowanych grup (o 12,5%) (Bdnf+/+T, Bdnf+/−T). W niniejszych badaniach wykazano, 
że średnia masa wątroby szczurów z grupy Bdnf+/− była o 19% wyższa w porównaniu 
ze szczurami niemodyfikowanymi genetycznie (Bdnf+/+). Natomiast między nietrenowa-
nymi (Bdnf+/+ i Bdnf+/−) i trenowanymi szczurami (Bdnf+/+T, Bdnf+/−T) nie wykazano 
żadnych istotnych statystycznie różnic w masach tego narządu. 

Stężenia BDNF i Trk-B w wątrobie i mięśniu sercowym

Stężenia BDNF oraz Trk-B w wątrobie były znacząco niższe u obu heterozygotycznych 
grup szczurów z delecją genu BDNF (Bdnf+/− i Bdnf+/−T) w porównaniu z odpowia-
dającymi im grupami szczurów niemodyfikowanych genetycznie (Bdnf+/+ i Bdnf+/+T).  
Z drugiej strony nie zaobserwowano żadnych różnic w koncentracji wątrobowego BDNF 
i Trk-B pomiędzy odpowiednimi trenowanymi (Bdnf+/+T i Bdnf+/−T) i nietrenowanymi 
(Bdnf+/+ i Bdnf+/−) grupami szczurów. 

Natomiast w mięśniu sercowym nie wykazano żadnych różnic w poziomie BDNF po-
między odpowiednimi grupami szczurów niemodyfikowanych genetycznie (Bdnf+/+  
i Bdnf+/+T) a grupami heterozygotycznych szczurów z delecją genu BDNF (Bdnf+/−  
i Bdnf+/−T). Jednak w obu grupach heterozygotycznych szczurów pozbawionych genu 
BDNF (Bdnf+/− i Bdnf+/−T) zaobserwowano statystycznie wyższe stężenie receptorów 
Trk-B w porównaniu z odpowiadającymi im grupami szczurów niemodyfikowanych ge-
netycznie (Bdnf+/+ i Bdnf+/+T). Ponadto poziomy sercowego BDNF i Trk-B nie różniły 
się pomiędzy grupami szczurów trenowanych (Bdnf+/+T i Bdnf+/−T) i nietrenowanych 
(Bdnf+/+ i Bdnf+/−). 

Stężenia lipidów w wątrobie i mięśniu sercowym

Wykazano statystycznie niższe stężenia lipidów CHOL i LDL (oraz wyższe stężenie TG)  
w wątrobie szczurów z delecją genu BDNF (Bdnf+/− i Bdnf+/−T) w porównaniu z odpowia-
dającymi im grupami szczurów niemodyfikowanych genetycznie (Bdnf+/+ i Bdnf+/+T).  
Istotnie niższe stężenie CHOL i LDL (oraz brak zmian stężeń TG) wykazano również  
w mięśniu sercowym obu grup szczurów z delecją genu BDNF (Bdnf+/− i Bdnf+/−T) w po-
równaniu z populacją szczurów niemodyfikowanych genetycznie (Bdnf+/+ i Bdnf+/+T). 
Natomiast nie zaobserwowano żadnych różnic w stężeniach CHOL, LDL i TG pomiędzy 
grupami szczurów trenowanych (Bdnf+/+T i Bdnf+/−T) i nietrenowanych (Bdnf+/+  
i Bdnf+/−) zarówno w wątrobie, jak i mięśniu sercowym.
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Aktywność enzymów w wątrobie i mięśniu sercowym

Zaobserwowano znacząco niższe aktywności enzymów ALAT i GGT w wątrobach oraz 
ALAT, ASAT i GGT w mięśniu sercowym w obu grupach szczurów z delecją genu BDNF 
(Bdnf+/− i Bdnf+/−T) w porównaniu z odpowiadającymi im grupami szczurów niemo-
dyfikowanych genetycznie (Bdnf +/+ i Bdnf +/+T). Natomiast nie wykazano istotnie 
statystycznych różnic w aktywnościach pozostałych enzymów (LDH i ALP) badanych  
w wątrobie i sercu pomiędzy szczurami o genotypie BDNF knockout a szczurami niemo-
dyfikowanymi genetycznie (Bdnf +/− i Bdnf +/−T vs. Bdnf +/+ i Bdnf +/+T). 

W wątrobie umiarkowany trening wytrzymałościowy powodował, że aktywności 
ALAT i ASAT w grupie heterozygotycznych szczurów z delecją genu BDNF (Bdnf+/−) były 
wyższe, a aktywności LDH w obu grupach trenowanych szczurów (Bdnf+/+T i Bdnf+/−T) 
– istotnie niższe w porównaniu z odpowiadającymi im grupami (Bdnf+/+ i Bdnf+/−). Na-
tomiast nie wykazano różnic w aktywnościach pozostałych badanych w wątrobie enzy-
mów (ALP i GGT) między grupami szczurów trenowanych (Bdnf+/+T i Bdnf+/−T) i nie-
trenowanych (Bdnf+/+ i Bdnf+/−). 

Jednocześnie w mięśniu sercowym nie wykazano żadnych istotnych statystycznie róż-
nic w aktywnościach omawianych enzymów (ALAT, ASAT, GGT i LDH) pomiędzy grupami 
szczurów trenowanych (Bdnf+/+T i Bdnf+/−T) i nietrenowanych (Bdnf+/+ i Bdnf+/−).

Aktywność INS oraz LEPT w wątrobie

Dodatkowe pomiary hormonów w wątrobie nie wykazały żadnych istotnych różnic w ak-
tywności INS i stężeniu LEPT pomiędzy grupami szczurów o odmiennych genotypach 
BDNF (Bdnf +/− i Bdnf +/−T vs. Bdnf +/+ i Bdnf +/+T). Natomiast zaobserwowano zna-
cząco wyższe stężenia i aktywności badanych hormonów u szczurów z obu trenowanych 
grup (Bdnf+/+T i Bdnf+/−T) w porównaniu ze szczurami z grup nietrenowanych (Bdnf+/+  
i Bdnf+/−).

Stężenie IL-6 w wątrobie

Zaobserwowano wyższe stężenie IL-6 u szczurów z populacji BDNF knockout (Bdnf+/−  
i Bdnf+/−T) w porównaniu ze szczurami niemodyfikowanymi genetycznie (Bdnf+/+  
i Bdnf+/+T). Jednak w tym przypadku wystąpiła istotna statystycznie interakcja pomię-
dzy genotypem a treningiem, stąd ta różnica była spowodowana znacząco wyższym stę-
żeniem IL-6 u trenowanych szczurów z usuniętym genem BDNF w porównaniu z pozosta-
łymi badanymi grupami. 

Stężenie IL-1 w mięśniu sercowym

W przypadku IL-1 nie wykazano żadnych istotnych różnic pomiędzy grupami szczurów 
z delecją genu BDNF (Bdnf+/− i Bdnf+/−T) a odpowiadającymi im grupami szczurów 
niemodyfikowanych genetycznie (Bdnf+/+ i Bdnf+/+T), jak również pomiędzy grupami 
szczurów trenowanych (Bdnf+/+T i Bdnf+/−T) i nietrenowanych (Bdnf+/+ i Bdnf+/−).

Stężenie CK i CK-MB w mięśniu sercowym

Aktywność CK i CK-MB w mięśniu sercowym u szczurów z grup o zmienionym genotypie 
BDNF (Bdnf+/− i Bdnf+/−T) była istotnie niższa w porównaniu z odpowiednimi grupa-
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mi szczurów niemodyfikowanych genetycznie (Bdnf+/+ i Bdnf+/+T). Ponadto wykaza-
no, że szczury z obu grup trenowanych (Bdnf+/+T i Bdnf+/−T) miały wyższe stężenie CK 
w sercu niż zwierzęta z grup nietrenowanych (Bdnf+/+ i Bdnf+/−). Natomiast aktywność 
CK-MB nie różniła się pomiędzy nietrenowanymi (Bdnf+/+ i Bdnf+/−) a trenowanymi 
(Bdnf+/+T i Bdnf+/−T) szczurami.
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6. DYSKUSJA
Konsekwencje delecji genu BDNF dla metabolizmu wątroby i mięśnia sercowego

W dotychczasowych badaniach wykazano, że hepatocyty wątroby są głównym miejscem 
syntezy cząsteczek CHOL (Zhou i Sun 2021) oraz formowania LDL (Feingold 2022), który 
transportuje CHOL z wątroby do komórek innych narządów obwodowych (von Eckard-
stein 2020). Stąd badania przeprowadzone przez Abdel-Gayouma i Ahmidę (2017) oraz 
Ogunmoyole i in. (2019) wykazały odwrotnie proporcjonalną zależność stężenia CHOL  
i LDL w wątrobie w odniesieniu do ich stężeń we krwi. 

Przeprowadzone przez nas eksperymenty udowodniły, że heterozygotyczne szczury 
z delecją genu BDNF (Bdnf+/− i Bdnf+/−T) miały znacząco niższe stężenia niektórych 
lipidów (CHOL i LDL) w wątrobie w porównaniu ze szczurami niemodyfikowanymi ge-
netycznie (Bdnf+/+ i Bdnf+/+T). Taki wynik wskazuje na zaburzenia akumulacji i maga-
zynowania CHOL w wątrobie oraz sugeruje jego wyciek i akumulację do naczyń krwio-
nośnych u szczurów pozbawionych jednego allela genu BDNF, który może przyczyniać 
się do tworzenia miażdżycy (Subczynski i Pasenkiewicz-Gierula 2020). W związku z tym 
można sądzić, że zwierzęta te charakteryzują się zwiększonym ryzykiem rozwoju chorób 
sercowo-naczyniowych. Taki wniosek potwierdziły nasze badania wykonane na mięśniu 
sercowym, które również wykazały obecność znacząco niższych poziomów CHOL i LDL 
w tym narządzie, wskazującą na wyciek lipoprotein do krwiobiegu, która prowadzi do 
miażdżycy tętnic sercowych i powoduje w rezultacie niedotlenienie tkanek organizmu 
(Abe i in. 2017; Choy i in. 2001; Hou i in. 2023; Pober i Sessa 2007). 

Dodatkowo heterozygotyczne szczury z delecją genu BDNF (Bdnf+/− i Bdnf+/−T) cha-
rakteryzowały się mniejszą aktywnością niektórych enzymów metabolicznych wątroby 
(ALAT i GGT) w porównaniu ze szczurami niemodyfikowanymi genetycznie (Bdnf+/+  
i Bdnf+/+T). ALAT jest kluczowy dla przemian aminokwasów (Glinghammar i in. 2009), 
podczas gdy GGT bierze udział w metabolizmie glutationu (Hanigan i in. 2015). W związ-
ku z tym niższa aktywność wymienionych enzymów wskazuje na ich mniej wydajne 
działanie w wątrobie, prawdopodobnie związane z ich uwalnianiem z cytoplazmy he-
patocytów do krwi, które obserwuje się w różnych dysfunkcjach wątroby (Deoras i in. 
1997; Ogunmoyole i in. 2019; Vermeulen i in. 1992). Należy podkreślić, że określenie 
aktywności ALAT i GGT we krwi ma znaczenie w diagnostyce chorób wątroby (Carobene 
i in. 2013; Green i Flamm 2002) powiązanych z nadwagą, otyłością, syndromem metabo-
licznym oraz chorobami sercowo-naczyniowymi (Johansen i in. 2020; Sookoian i Pirola 
2015). 

Ponadto w naszych badaniach zaobserwowano znacząco niższą aktywność enzymów 
metabolicznych, takich jak ALAT, ASAT i GGT, w mięśniu sercowym heterozygotycznych 
szczurów z delecją genu BDNF (Bdnf+/− i Bdnf+/−T). Według Abdulkareema i in. (2019) 
zmniejszona aktywność tych enzymów w określonej tkance wynika z ich wycieku do 
krwiobiegu, gdzie widoczna jest ich zwiększona aktywność. W związku z tym zaobserwo-
wany w naszych eksperymentach spadek aktywności enzymów metabolicznych w sercu 
szczurów z delecją genu BDNF mógł skutkować ich zwiększoną aktywnością we krwi ob-
wodowej. Jiang (2013), Ndrepepa (2021), Ndrepepa i Kastrati (2016), Raval i in. (2019) 
oraz Washington i Van Hoosier (2012) wykazali, że podwyższone poziomy aktywności 
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ALAT i ASAT we krwi mogą świadczyć o uszkodzeniu serca oraz chorobie sercowo-naczy-
niowej, natomiast podwyższona aktywność GGT jest powiązana z występowaniem choro-
by wieńcowej (Jiang i in. 2013). 

Podobieństwo uzyskanych przez nas wyników badań przeprowadzonych w wątrobie 
i mięśniu sercowym heterozygotycznych szczurów z ubytkiem jednego allela genu BDNF 
(spadek stężeń CHOL i LDL oraz obniżenie aktywności ALAT, ASAT i GGT) sugeruje silną 
interakcję pomiędzy czynnością wątroby i serca tych zwierząt, wskazując na istnienie osi 
serce–wątroba, zidentyfikowanej wcześniej u pacjentów ze współistniejącą chorobą serca 
i wątroby (Møller i Bernardi 2013). Jednocześnie wykazane powyżej nieprawidłowości  
w metabolizmie wątroby i serca wyraźnie wskazują na możliwość pojawienia się symp-
tomów syndromu metabolicznego u zwierząt zmodyfikowanych genetycznie. Dodatkowo 
świadczy o tym podwyższony poziom TG obserwowany w wątrobie szczurów z ubytkiem 
jednego allela genu BDNF. TG są pozyskiwane ze źródeł pokarmowych oraz syntetyzowa-
ne w wątrobie i magazynowane w hepatocytach (Alves-Bezerra i Cohen 2017). U zwie-
rząt z ubytkiem jednego allela genu BDNF zaobserwowano zwiększone spożycie pokar-
mu, które mogło być przyczyną podwyższenia stężenia TG w wątrobie, prowadzącego do 
powiększenia masy oraz stłuszczenia tego narządu (Garnol i in. 2016). W konsekwencji  
u szczurów z ubytkiem genu BDNF zanotowano znaczący wzrost średniej masy wątroby 
(o 4,6 g) w porównaniu ze zwierzętami o normalnym genotypie BDNF. Dodatkowo we-
dług Ahmadian i in. (2009) zwiększony poziom TG w wątrobie może być powiązany z aku-
mulacją TG w tkance tłuszczowej i w konsekwencji prowadzić do wzrostu masy ciała, któ-
ry również odnotowano u badanych szczurów pozbawionych jednego allela genu BDNF  
(o 138,43 g). Warto podkreślić, że eksperymenty, w których dokonywano podskórnej iniek- 
cji BDNF, skutkowały zmniejszeniem masy i stężenia TG w wątrobie otyłych myszy z cu-
krzycą (Tsuchida i in. 2002). 

Kolejnym argumentem świadczącym o możliwości wystąpienia objawów zespołu 
metabolicznego u heterozygotycznych szczurów z delecją genu BDNF była zmniejszo-
na aktywność enzymów CK i CK-MB obserwowana w mięśniu sercowym tych zwierząt.  
W dotychczasowych badaniach mniejsza aktywność wymienionych enzymów wskazywa-
ła również na niewydolność lub dysfunkcję serca (Lygate i in. 2007; Nascimben i in. 1996) 
wynikającą z jego niedokrwienia, martwicy lub zawału (Patel i in. 2010; Sammeturi i in. 
2019; Shen i in. 2019).

Zmianom stężeń oraz aktywności specyficznych biomarkerów metabolicznych w wą-
trobie i sercu heterozygotycznych szczurów z delecją genu BDNF towarzyszyły również 
różnice w koncentracji BDNF oraz odpowiedniego dla tego czynnika neurotroficznego 
receptora Trk-B, a więc zaburzenia osi sygnalizacyjnej BDNF/Trk-B. W związku z tym na 
podstawie naszych badań można zaproponować następującą ścieżkę negatywnych kon-
sekwencji metabolicznych/zdrowotnych związanych z delecją genu BDNF: znacząco niż-
sze stężenia BDNF i Trk-B w wątrobie szczurów BDNF knockout (Bdnf+/− i Bdnf+/−T) 
w porównaniu ze szczurami niemodyfikowanymi genetycznie (Bdnf+/+ i Bdnf+/+T), 
czyli zaburzenie osi sygnalizacyjnej BDNF/Trk-B, przyczynia się do zmiany metaboli-
zmu lipidów i aktywności enzymów wątrobowych, prowadząc w efekcie do stłuszcze-
nia wątroby oraz otyłości. Nasze obserwacje potwierdzają wcześniejsze badania, które 
wykazały znacząco niższe stężenie BDNF w osoczu krwi tych zwierząt w porównaniu 
ze zwierzętami niemodyfikowanymi genetycznie (Grzelak i in. 2023), jak również z ba-
daniami Belviranlego i Okudan (2018), Chaldakova i in. (2004) oraz Sustar i in. (2019) 
wskazujących na związek obniżonego poziomu BDNF we krwi z częstszym występowa-
niem otyłości oraz chorób sercowo-naczyniowych, które są uważane za wskaźniki zespo-
łu metabolicznego.
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W niniejszych badaniach wykazano, że w mięśniu sercowym heterozygotycznych szczu-
rów z delecją genu BDNF (Bdnf+/− i Bdnf+/−T) nie ma istotnych różnic w stężeniu BDNF, 
ale istnieje znacząco wyższy poziom receptorów Trk-B tych zwierząt w porównaniu ze 
szczurami niemodyfikowanymi genetycznie (Bdnf+/+ i Bdnf+/+T). Wyniki te są zgodne  
z tymi uzyskanymi przez Fenga i in. (2015) oraz Gonga i in. (2020), które wykazały pod-
wyższone poziomy Trk-B w niewydolnych miocytach myszy pozbawionych allela genu 
BDNF oraz w mięśniu sercowym szczura po indukowanym niedotlenieniu. Wzrost pozio-
mu receptorów Trk-B w mięśniu sercowym u szczurów z delecją genu BDNF mógł wyni-
kać z obniżenia poziomu BDNF we krwi i kompensować niedobory BDNF w krwiobiegu 
(Okada i in. 2012). Innym wyjaśnieniem tego zjawiska może być zmniejszona skuteczność 
sygnalizacji receptorów Trk-B, która następuje w wyniku obniżenia poziomu CHOL w bło-
nie kardiomiocytów, prowadzącego do zmiany ich średnicy (Casarotto i in. 2021).

Ponadto wykazano, że poziom IL-1, kluczowej ogólnoustrojowej cytokiny prozapalnej 
(Dinarello 2011; Dinarello i van der Meer 2013; Javan i in. 2022), nie ulegał zmianie w sercu 
zmodyfikowanych genetycznie zwierząt. Stąd zaobserwowany brak stanu zapalnego mięś- 
nia sercowego u szczurów z delecją genu BDNF mógł wynikać z odnotowanego zwiększe-
nia poziomu receptorów Trk-B, które według Hanga i in. (2015) stabilizują działanie osi 
BDNF/Trk-B, przeciwdziałając uszkodzeniom mięśnia sercowego oraz hamując apoptozę 
kardiomiocytów.

Wpływ treningu wytrzymałościowego na metabolizm wątroby i serca szczurów
z delecją genu BDNF

Ćwiczenia aerobowe są rekomendowane w celu poprawy profilu lipidowego (Mann i in. 
2014), poprawy stanu zdrowia (Moreira i in. 2020), optymalizacji czynności serca (Verbo-
ven i in. 2019) oraz przeciwdziałania objawom syndromu metabolicznego (Mrówczyński 
2019). Nasze wcześniejsze badania wykazały, że trening wytrzymałościowy o umiarko-
wanej intensywności zwiększał stężenie BDNF, Trk-B,  neurotroficznego czynnika pocho-
dzenia glejowego oraz wybranych miokin (mioglobina i interleukina 15) w mięśniach 
kończyn tylnych trenowanych szczurów, a także wpływał na pobudliwość szybkich mo-
toneuronów rdzenia kręgowego (Grzelak i in. 2023). Jednocześnie trening nie powodo-
wał wzrostu stężenia BDNF we krwi obwodowej, co było zgodne z wynikami Gaitán i in. 
(2021), którzy również nie odnotowali zmian poziomu BDNF we krwi po 26 tygodniach 
ćwiczeń aerobowych u dorosłych ludzi.

Uzyskane wyniki wykazały, że 5-tygodniowy trening wytrzymałościowy o umiarkowa-
nej intensywności nie wpłynął na poziomy BDNF oraz Trk-B w wątrobie i sercu ani na stę-
żenia CHOL, LDL i innych biomarkerów (lipidów, lipoprotein i enzymów metabolicznych) 
w mięśniu sercowym szczurów z obu trenowanych grup (Bdnf+/+T i Bdnf+/−T). Sugeruje 
to, że taki rodzaj treningu jest mniej skuteczny w modulowaniu osi sygnalizacyjnej BDNF/
Trk-B, zwiększaniu poziomu BDNF we krwi oraz poprawie profilu lipidowego wątroby  
w porównaniu z treningiem interwałowym o wysokiej intensywności (Cao i in. 2022; Ma-
roofi i in. 2022).

Trening wytrzymałościowy zwiększał jednak aktywność ALAT i ASAT w wątrobie he-
terozygotycznych szczurów z delecją genu BDNF (Bdnf+/−), co może wskazywać na po-
prawę funkcjonowania tego organu. Podobne wnioski przedstawili Haukeland i in. (2008) 
oraz Skrypnik i in. (2016), którzy zaobserwowali obniżenie poziomów tych enzymów we 
krwi u osób z otyłością lub zespołem metabolicznym.

Dodatkowo nasze badania wykazały, że trening wytrzymałościowy powodował znacz-
nie niższą aktywność wątrobowego enzymu LDH, kluczowego dla metabolizmu komórko-
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wego (glikolizy beztlenowej) (Farhana i Lappin 2023), u szczurów z obu trenowanych grup 
(Bdnf+/+T i Bdnf+/−T). Wynik ten sugerował więc pozytywny wpływ treningu wytrzyma-
łościowego na funkcje metaboliczne wątroby, świadcząc o potreningowym zmniejszeniu 
ryzyka wystąpienia zaburzeń metabolicznych wątroby (Lupa i in. 1994), niezależnie od 
genotypu badanych zwierząt. Ponadto po treningu wytrzymałościowym obserwowano, 
również niezależnie od genotypu zwierząt, odpowiednio wyższe stężenie INS i aktywność 
LEPT w wątrobie, które uważa się za czynniki regulujące masę ciała i poziom glukozy  
(Karacabey 2009). Natomiast jedyną zmianą obserwowaną w mięśniu sercowym szczu-
rów z obu trenowanych grup (Bdnf+/+T i Bdnf+/−T) była wyższa aktywność CK, która  
z kolei sugerowała zwiększoną produkcję i zużycie energii w mięśniu sercowym, co praw-
dopodobnie świadczyło o poprawie czynności serca trenowanych zwierząt (Zervou i in. 
2015). W związku z tym zastosowanie treningu wytrzymałościowego wydaje się obie-
cującym zabiegiem terapeutycznym w zapobieganiu i leczeniu niedokrwiennej choroby 
sercowo-naczyniowej (Kitzenberg i in 2016). 

Warto podkreślić, że u trenowanych szczurów z niedoborem BDNF (Bdnf+/−T) wy-
kazano wyższe stężenie IL-6 w wątrobie w stosunku do szczurów nietrenowanych z nie-
doborem BDNF (Bdnf+/−). Wiadomo, że nawet pojedyncza iniekcja IL-6 może przywró-
cić ekspresję genu u myszy z niedoborem genu IL-6, skutkując proliferacją hepatocytów  
i hamowaniem procesu uszkodzenia wątroby (Cressman i in. 1996). Garnol i in. (2016) 
wykazali podwyższony poziom IL-6 w wątrobie po częściowej hepatektomii, co wska-
zywało, że jest on czynnikiem inicjującym regenerację wątroby. W związku z tym uwa- 
ża się, że IL-6 odgrywa kluczową rolę w promowaniu proliferacji hepatocytów i rege-
neracji wątroby. Ponadto wiadomo, że produkcja IL-6 odbywa się przede wszystkim 
w komórkach mięśniowych podczas aktywności fizycznej (Steinbacher i Eckl 2015), 
z których jest ona uwalniana do krwiobiegu (Fischer 2006) i wychwytywana przez wą-
trobę (Febbraio i in. 2003). Stąd uzyskany wynik sugeruje, że trening wytrzymałościowy 
o umiarkowanej intensywności prowadził do zwiększenia proliferacji hepatocytów oraz 
inicjował regenerację wątroby zwierząt z obniżonym poziomem BDNF i Trk-B w tym na-
rządzie.

Podsumowując, w wątrobie i mięśniu sercowym heterozygotycznych szczurów z ubyt-
kiem jednego allela genu BDNF wykazano znacząco niższe stężenia lipidów i lipoprote-
in (CHOL i LDL), jak również niższe aktywności niektórych enzymów metabolicznych 
(ALAT, ASAT i GGT) niż u zwierząt niemodyfikowanych genetycznie, co sugeruje niepra-
widłowości w metabolizmie wątroby i serca oraz wskazuje na możliwość pojawienia się 
symptomów syndromu metabolicznego u zwierząt zmodyfikowanych genetycznie. Spój-
ność uzyskanych wyników sugeruje silną interakcję pomiędzy czynnością wątroby i mięś- 
nia sercowego u heterozygotycznych szczurów z ubytkiem jednego allela genu BDNF 
(Bdnf+/−), wskazując na istnienie osi serce–wątroba. Należy podkreślić, że znaczna licz-
ba genów odpowiedzialnych za rozwój syndromu metabolicznego znajduje się w pobliżu 
regionów występowania genów BDNF, podczas gdy szerokie spektrum szlaków sygna-
łowych kontrolujących rozwój zespołu metabolicznego jest regulowane przez ekspresję 
BDNF (Todosenko i in. 2024). Zatem szczury z delecją genu BDNF mogą charakteryzować 
się zaburzoną homeostazą procesów metabolicznych, które przyczyniają się do rozwoju 
zespołu metabolicznego.

Trening wytrzymałościowy o umiarkowanej intensywności indukował przede wszyst-
kim wzrost aktywności wątrobowej ALAT i ASAT oraz stężenia IL-6 u szczurów z delecją 
BDNF. Takie wyniki wskazywały na poprawę wydajności szlaków metabolicznych w wą-
trobie oraz sugerowały udział wytwarzanej przez mięśnie szkieletowe IL-6 w procesie 
regeneracji tego organu. Dodatkowo zastosowany trening wytrzymałościowy powodował 
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wzrost stężeń INS i LEPT w wątrobie oraz zwiększenie aktywności CK w mięśniu serco-
wym wszystkich trenowanych szczurów, co sugerowało odpowiednio polepszenie meta-
bolizmu tłuszczów prowadzące do obserwowanego ubytku masy ciała oraz poprawę efek-
tywności działania szlaków energetycznych, niezależnie od genotypu badanych zwierząt 
doświadczalnych.
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7. WNIOSKI
1.	 Delecja jednego allela genu BDNF przyczyniała się do zaburzenia osi sygnalizacyjnej 

BDNF/Trk-B zarówno w wątrobie (gdzie obserwowano niższą koncentrację BDNF 
i Trk-B), jak i w mięśniu sercowym (gdzie obserwowano znacząco wyższe stężenie 
poziomu receptorów Trk-B przy zachowanym stężeniu BDNF). W przypadku mięśnia 
sercowego zanotowany wzrost poziomu receptorów Trk-B mógł być mechanizmem 
kompensacyjnym w odpowiedzi na niższe stężenie BDNF w krwiobiegu lub na zmianę 
konformacji receptorów Trk-B wywołaną niskim stężeniem CHOL w błonie kardiomio-
cytów.

2.	 Zakłócenia osi sygnalizacyjnej BDNF/Trk-B były powiązane głównie z zaburzeniami 
gospodarki lipidowej i metabolizmu wątroby (niższe stężenia LDL i CHOL, wyższy po-
ziom TG, wyższa aktywność ALAT i GGT) oraz mięśnia sercowego (niższe stężenia LDL 
i CHOL, mniejsza aktywność enzymów: ALAT, ASAT, GGT, CK i CK-MB). Podobieństwa 
zmian metabolicznych występujących w obu tych narządach sugerowały silną interak-
cję pomiędzy czynnością wątroby i mięśnia sercowego u heterozygotycznych szczurów 
z ubytkiem jednego allela genu BDNF (Bdnf+/−). Łącznie uzyskane wyniki sugerowały 
możliwość wystąpienia stłuszczenia wątroby oraz niedokrwienia lub niedotlenienia 
mięśnia sercowego, które mogą prowadzić do powstania syndromu metabolicznego 
u zmodyfikowanych genetycznie zwierząt.

3.	 Głównym efektem zastosowanego treningu wytrzymałościowego było wyższe stęże-
nie IL-6, zanotowane u szczurów z grupy BDNF knockout, co sugeruje powysiłkową 
regenerację wątroby tych zwierząt. Natomiast trening przyczynił się również do więk-
szej koncentracji INS i LEPT oraz niższej aktywności LDH w wątrobie, a także wyższej 
aktywności CK w mięśniu sercowym badanych zwierząt, niezależnie od genotypu, któ-
re łącznie sugerują potreningową poprawę regulacji procesów metabolicznych pro-
wadzących do niższej masy ciała oraz efektywności działania szlaków energetycznych 
mięśnia sercowego.
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