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Recenzja rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru
artykutébw naukowych Pani magister Gilmary Gomes de Assis
pt. ,Efekt polimorfizmu Val66Met genu BDNF na ekspresje BDNF a aktywnos$¢
fizyczna.”
, The effect of the BDNF Val66Met polymorphism on BDNF expression and the

counteract power of the exercise.”

Obecnie zagadnienia dotyczace badan zaleznosci pomiedzy treningiem,
a poprawg lub podtrzymaniem prawidtowego funkcjonowania mézgu zdecydowanie
zyskujg na popularnosci. W ciggu ostatnich lat, odkad pionierskie do$wiadczenia
w przesztosci wykazaty, ze aktywnosc¢ fizyczna zwigksza ekspresje BDNF w mézgu
przeprowadzono wiele badan w celu ustalenia zwigzku tego biatka z poprawa nastroju
i funkcji poznawczych u ludzi po zakoriczonym wysitku fizycznym. Badania nad BDNF
daty poczatek poszukiwaniu molekularnych zmian taczacych prace miesni
z komorkami nerwowymi, ktére powstajg w odpowiedzi na aktywnosé fizyczng. BDNF
wspolnie z innymi biatkami, takimi jak czynnik wzrostu i roznicowania nerwow NGF
oraz neurotrofinami (biatkami wspierajacymi tworzenie sie synaps) umozliwia
prawidtowe funkcjonowanie neuronéw oraz prawidtowe dziatanie osrodkowego
I obwodowego uktadu nerwowego. Nazywany jest on czynnikiem troficznym, ktory

odzywia moézg i umozliwia jego prawidtowg prace.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani Gilmary Gomes de Assis
dotyczy kompilacji prac w ktérych opisano badania powigzan pomiedzy Val66Met
BDNF, a poziomem reakcji adaptacyjnej organizmu na wykonywany wysitek fizyczny.
W odniesieniu do tak zarysowanej problematyki pragne stwierdzi¢ na wstepie, ze tytut
catego zbioru zostat w mojej opinii sformutowany prawidtowo i adekwatnie do tresci
cafej dysertacji, a realizacja przyjetego projektu badawczego wydaje sie byé bardzo

zasadna.



Rola recenzenta nie jest tatwa; mierze sie z nig ilekro¢ kierowana jest do mnie
prosba o opinie na temat przestanych mi prac. Zdaje sobie sprawe, ze konieczne jest
zawsze znalezienie réwnowagi miedzy tym co ,mi sie wydaje’ a tym, co jest
obiektywne. Nie jest to zadanie tatwe, zatem w punkcie wyjscia, przystepujac
do napisania swojego zdania na jakis temat, zaktadam swojg otwarto$¢ na dyskusje

z autorkg podczas publicznej obrony.

Majgc na uwadze powyzsze sugestie nalezy przyjg¢, ze Pani mgr podjeta temat

bardzo oryginalny, wazny poznawczo, cenny i niezwykle aktualny.

Struktura kompilaciji jest typowa dla prac z dziedziny nauk medycznych i nauk
0 zdrowiu w nowym ujeciu. Pierwsza cze$¢- wprowadzajgca ma przyblizyé
potencjalnemu czytelnikowi omawiane zagadnienia, ich tto oraz dostepny stan wiedzy
na temat, ktéremu poswiecono prace, co Autorka tu czyni. Pod wzgledem formalnym
przedstawiona do recenzji praca stanowi oprawiony wydruk komputerowy, liczacy
67 stron, podzielony na poszczegélne rozdziaty. Uzyskane w badaniach wyniki
zamieszczono w 3 recenzowanych artykutach naukowych stanowigcy spdjny
tematycznie zbidr, zas na koncu rozprawy Autorka uzupetnia jeszcze dwie tematycznie
powiazane publikacje ktorych jest autorem lub wspotautorem. Uktad i strukture pracy
nalezy uznac za poprawny i zawierajacy rozdziaty niezbedne w tego typu dysertacjach.
Zatozenia metodologiczne badan i poruszany w pracach problem badawczy wskazuje
na oryginalno$¢ i aktualng wage podjetego tematu, a materiat i metody badawcze
zostaty bardzo szczegdtowo opisane w poszczegdlnych pracach co Swiadczy o duzej
skrupulatnosci i doktadno$ci Autorki. Z uwagi na charakterystyke materiatow
badawczych wigkszo$¢ obliczen byta oparta o elementy opisu statystycznego
oraz statystyki matematycznej w sposéb klasyczny. W prezentowanej dysertacji
badania obejmowaty: przeglady piSmiennictwa, gromadzenie danych oraz analizy
rezultatow wynikéw badan. W pracy zastosowano nastepujgce metody: obserwac;ji
indywidualnych przypadkéw, eksperymentalng oraz inne metody statystyczne.
Odpowiednio do metod zastosowano techniki: analiz i szczegotowych pomiaréw

laboratoryjnych.



Omoéwienie wynikéw badan i dyskusje

Badania nad BDNF Autorka rozpoczeta od obserwacji pacjentéw
z zaawansowang chorobg Parkinsona (stadium Ill i IV w skali Hohna i Yahra), ktorzy
byli poddani terapii ruchem (4-tygodniowy program ¢wiczen aerobowych w wodzie).
Przeprowadzone badania wykazaty wzrost poziomu BDNF we krwi pod wptywem
wykonywanego wysitku. Fakt ten sktonity Jg do podjecia decyzji o kontynuowaniu
badan nad BDNF i jego witasciwosciami fizjologicznymi, w tym potencjalnymi
implikacjami polimorfizmu Val66Met BDNF. Gtéwnym celem realizowanego przez
Nig projektu byto zbadanie powigzan pomiedzy Val66Met BDNF, a poziomem reakcji
adaptacyjnej organizmu na wykonywany wysitek fizyczny. Pierwsze z podjetych zadan
badawczych polegaty na zestawieniu doniesien naukowych dotyczgcych
mechanizmdw taczacych wysitek fizyczny i wydzielanie BDNF. Szczegélng uwage
Autorki zwrécity mechanizmy wywotane stresem oksydacyjnym, gdzie cata kaskada
proceséw metabolicznych regulowang po aktywacji rzez PGC-1a ekspresja klastra
genow zwigzanych z komorkowag odpowiedzig adaptacyjng wywotang deficytem tlenu
w konsekwencji zwigksza 19 ekspresje BDNF. Mechanizmy te okazaly sie by¢ jednak
nie do konca wyjasnione i co istotniejsze, przez wielu naukowcoéw wcigz uznawane
byty za nie potwierdzone. Poczatkowo realizowane przeze Panig Gilmare Gomes
de Assis badania miaty na celu sprawdzenie hipotezy, czy wykonywany wysitek
fizyczny rzeczywiscie wptywa na zwigkszenie wydzielania BDNF. Grupa dorostych
ochotnikow realizowata specjalnie zaplanowany 9-tygodniowy program treningowy
o wysokiej intensywnosci. Po zrealizowanym treningu przeprowadzita testy wydolnosci
tlenowej (test VO2max) i beztlenowej (test Wingate), ktére potwierdzity zwiekszone
wydzielanie BDNF pod wptywem wysitkéw aerobowych. Zaobserwowata réwniez,
ze wydzielanie BDNF zmniejsza si¢ wraz z poprawa kondycji fizycznej osob
poddanych éwiczeniu (wydzielanie BDNF byto najwieksze u oséb najmniej aktywnych).
Przeprowadzone z kolei testy wydolnos$ci beztlenowej wykazaty, ze wydzielanie BDNF
zmniejsza si¢ w warunkach stresu oksydacyjnego. Rozwinieciem opisanego projektu
byt kolejny protokédt badawczy, ktéry miat na celu sprawdzenie poziomu ekspresiji
BDNF w zaleznosci od genotypowej postaci BDNF. Do badan przeprowadzonych
wsrod  zdrowych, nietrenujgcych ochotnikéw wykorzystata sonde molekularng
do wykrywania produktéw mRNA ze swoistych alleli BDNF (dodatnich lub ujemnych
(+/-) dla polimorfizmu Val66Met). Wykazata, ze do ekspresji BDNF dochodzi
w przypadku obu alleli jednoczesnie, przy czym u heterozygot Met66-BDNF ekspresja



mRNA wynosi nie wiecej niz 76,1+11,2% ekspresji mRNA jakg mozna przypisac
Val66-BDNF. Stosunek ten byt niezalezny od warunkéw metabolicznych.
Przeprowadzona analiza parametrow z osocza potwierdzita takze wcze$niejsze
Jej spostrzezenia, ze stres oksydacyjny wptywa negatywnie na poziom ekspres;ji
BDNF. Wykazata Ona takze brak korelacji pomiedzy poziomem ekspresji BDNF
a poziomem BDNF w krwiobiegu. Realizowane kolejno eksperymenty byty przestanka
opracowania zupetnie nowego protokotu umozliwiajgcego wykrycie specyficznej
ekspresji BDNF zaleznej od allelu Val66Met. Do opracowania tego protokotu
Doktorantka wykorzystata cDNA z miesni 10 ochotnikow (pobdér wykonany przed
i po tescie VO2max). cDNA byto podstawg do analizy RT-PCR ze specyficzng
dla allelu probka BDNF, zawierajaca zhydrolizowane sondy (TagMan) z systemem
detekcji barwnikow fluorescencyjnych zaréwno HEX (heksachlorofluoresceina),
jak i FAM (6-karboksyfluoresceina) (odpowiednio dla kodowania produktéw alleli
Val66- i Met66-BDNF). Testy sondy ekspresji B2M opartej na HEX prowadzita
rownolegle, a krzywe topnienia stosowata jako kontrole specyficznosci produktu.
Reakcje przeprowadzita w trzech powtérzeniach. W konsekwencji udato
sie opracowac przez Autorke efektywniejsza i tanszg metode oznaczania ekspres;ji

BDNF specyficznej dla poszczegoinych alleli Val66Met.

Na uwage zastuguje starannie wykonane omowienie  wynikdw
przeprowadzonych badan i odpowiednie interpretacie z dokonanych analiz
statystycznych. Cato$¢ utozona jest logicznie, a forma prezentacji wynikéw badan
w poszczegdlnych publikacjach jest przejrzysta. Przedstawienie duzej ilosci
wszystkich wynikow badar oraz precyzyjnej ich prezentacji, znacznie utatwia
potencjalnemu czytelnikowi odbiér omawianych probleméw i opisanych w tym zjawisk.
Prezentowane w pracach wyniki stanowig dalszy kierunek, ktéry nalezy podjaé¢ w celu
optymalizacji wiedzy w badanym zakresie. Doktorantka dokladnie wie co badaé

i podaza konsekwentnie w prezentowanych pracach obrang wczesniej droga.

Dyskusje na tle prezentowanych wynikéw innych autoréw uwalniajg nieco
inwencje tworcze i pozwalajg na petniejsze rozwiniecie ,skrzydet”. Stad tez, jakkolwiek
nie s3 to tatwe do napisania cze$ci, sg takze bardzo wazne i niezwykle istotne w tego
typu pracach. Sg to w mojej opinii newralgiczne czesci, ktére wskazuja na dojrzatos¢
i przygotowanie merytoryczne Doktorantki. Ten egzamin Kandydatka na stopien

doktora zdata bardzo dobrze przeplatujgc dyskusje wraz z prezentacjami



i omoéwieniem wynikow prezentowanych badan w sposéb ciggty. Rozdziaty
te przeprowadzone sa w sposéb poprawny, zawieraja wiele interesujgcych informacji
wyjasniajgcych uzyskane wyniki i konfrontujgcych je z badaniami innych autorow.
Prowadzenie poszczegobinych dyskusji jest ostrozne, jasne i systematyczne. Wskazuje

na dobrg umiejetnosc¢ oceny i interpretacji wynikow.

Wszystkie te rozdziaty sg bezposrednio i merytorycznie powigzane ze sobg

stanowigc spojnie tematycznie zbior.

Whioski

Tych czesci nie bede szczegdtowo omawiat, poniewaz w mojej opinii wnioski
sg trafne i czytelne we wszystkich prezentowanych pracach i odpowiadajg
na postawione wczesniej hipotezy czy pytania badawcze. Wskazujg one, ze uzyskane
wyniki nie pozostajg bez istotnego znaczenia w obszarze analizowanego tematu,

bedac silng przestanka do dalszych badan i analiz w tym zakresie.

PiSmiennictwo
Przedstawione zbiory pi$miennicze zawierajg wiele pozycji polskich
i zagranicznych autoréw w zdecydowanej wiekszosci z ostatnich 10 lat, sg dobrze

dobrane i wykorzystane w catych tekstach prac.

Uwagi koncowe

Spogladajac na catoksztatt prezentowanych w dysertacji prac Pani Gilmary
Gomes de Assis nalezy doceni¢ wkitad jaki wlozyta w prowadzenie procesu
badawczego oraz ich przygotowanie, jednak waznym aspektem sa rowniez wnioski
merytorycznie dla profilaktyki zdrowotnej na podstawie osiagnietych przez
Niej wynikow. Dokonujgc oceny prac pod wzgledem technicznym i jezykowym,

stwierdzam, ze zostaty ona przygotowane bardzo starannie.

Podsumowujgc  stwierdzam, ze istnieje konieczno$c kontynuowania
postepowania badawczego w tym zakresie. Jestem przekonany, ze Doktorantka
jest osobg dobrze przygotowang pod wzgledem merytorycznym i metodologicznym

do sprostania w przysztosci temu wyzwaniu. Mam réwniez nadzieje, ze przedstawione



uwagi z ktorych wiekszo§¢ ma charakter subiektywny, pozwolg cho¢ po czesci

zainspirowac do dalszej pracy naukowo-badawczej.

Konkluzja koncowa

W moim przekonaniu oceniana przeze mnie dysertacja w postaci spdjnego
tematycznie  zbioru  artykutbw  naukowych  wczes$niej  opublikowanych
. W recenzowanych i uznanych przez miedzynarodowe $rodowisko naukowe
czasopismach Pani Gilmary Gomes de Assis speftnia wymogi ustawowe pod
wzgledem formalnym jak i merytorycznym, co kwalifikuje Jg do nadania stopnia
doktora nauk o kulturze fizycznej. Wnosze zatem do Wysokiej Rady Naukowej AWFiS
w Gdansku o dopuszczenie Pani Gilmary Gomes de Assis do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Z wyrazami szacunku,




