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pt. ,Molekularne mechanizmy adaptacji do wysitku fizycznego - zmiany
ekspresji wybranych genow w leukocytach”

napisanej pod kierunkiem prof. dr hab. Jedrzeja Antosiewicza

Uwagi ogoine

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi wazne i interesujace
dzieto naukowe dotyczgce molekularnych mechanizméw adaptacji do wysitku
fizycznego. Autorka podjeta sie badan trudnych pod wzgledem merytorycznym
i metodycznym, majgcych na celu okreslenie zmian w ekspresji wybranych genéw
zwigzanych z metabolizmem Zelaza, indukowanych wysitkiem fizycznym potgczonym
z suplementacjg witaming C lub kwasami omega-3. Podjecie proby okreslenia
optymalnych punktow czasowych zmiana w ekspresji genéw dla biegu maratonskiego,
jak rowniez zidentyfikowanie optymalnych genéw referencyjnych do analizy zmian

ekspresji genéw dla treningu wytrzymatosciowego ma istotng warto$¢ poznawczg.

Formalne i prawne podstawy wykonania recenzji

Recenzja zostata sporzgdzona w oparciu o uchwate nr 5 Rady Naukowej
Akademii Wychowania Fizycznego i Sportu im. Jedrzeja Sniadeckiego w Gdansku z
dnia 19 wrze$nia 2023 roku (zgodnie z ustawa z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o

Szkolnictwie wyzszym i nauce, Dz.U. z 2023 r. poz. 742 ze zm.).

Struktura pracy i ocena tresci

Praca doktorska, ktérg otrzymatam do recenzji obejmuje wykaz prac
wchodzacych w sktad rozprawy, wprowadzenie, cele naukowe, omowienie prac
oryginalnych wchodzgcych w skfad rozprawy, wnioski, streszczenie w jezyku
angielskim, piSmiennictwo oraz zatgczniki tj. o$wiadczenia wspotautoréw, publikacje

wchodzgce w skfad pracy doktorskiej, publikacje nie wigczone do rozprawy



doktorskiej, wyréznienia i osiggniecia. Opracowanie tgcznie liczy 65 stron
maszynopisu.

Rozprawe doktorskg stanowi cykl trzech oryginalnych prac naukowych
opatrzonych wspdinym tytutem ,Molekularne mechanizmy adaptacji do wysitku
fizycznego - zmiany ekspresji wybranych genéw w leukocytach” o fgcznym IF=15,891
i punktacji MEIN=380:

1.Grzybkowska, A., Anczykowska, K., Ratkowski, W., Aschenbrenner, P.,
Antosiewicz, J., Bonistawska, I., Zychowska, M. Changes in serum iron and leukocyte
MRNA levels of genes involved in iron metabolism in amateur marathon runners-effect
of the running pace. Genes 2019, 10(6), 460. IF=3,759; MEiN=100,

2. Zychowska, M., Grzybkowska, A., Wiech, M., Urbanski, R., Pilch, W., Piotrowska,
A., Czerwinska-Ledwig, O., Antosiewicz, J. Exercise training and Vitamin C
supplementation affects ferritin  mMRNA in leukocytes without affecting
prooxidative/antioxidative balance in elderly women. International Journal of Molecular
Sciences 2020, 21(18), 6469. IF=5,924; MEiIN=140,

3. Grzybkowska, A., Anczykowska, K., Antosiewicz, J., Olszewski, S., Dzitkowska-
Zabielska, M., Tomczyk, M. Identification of Optimal Reference Genes for qRT-PCR
Normalization for Physical Activity Intervention and Omega-3 Fatty Acids
Supplementation in Humans. International Journal of Molecular Sciences 2023, 24(7),
IF=6,208; MEIN=140.

W dwoch pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, a w jednej drugim.
Zgodnie z deklaracjg Autorki i oswiadczeniami ztozonymi przez wspotautoréw, udziat
jej w pracach obejmowat m. in. przygotowanie projektu badan, przeprowadzenie
badan, analize statystyczng, interpretacje wynikow, opracowanie pi$miennictwa
i przygotowanie publikacji. Badania przedstawione w pracach byty finansowane przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego — grant ,,Rozwdj sportu akademickiego” nr
N RSA4 06754 (publikacie 1 i 2) oraz przez Narodowe Centrum Nauki - grant
Preludium 16 nr 2018/31/N/NZ7/02962 (publikacja 3).

W zwieztym ,Wprowadzeniu” Autorka uzasadnita tematyke podjetej pracy oraz
omowita korzysci ptyngce z wykorzystania zaawansowanych technik biologii

molekularnej w badaniach zwigzanych z wysitkiem fizycznym. Precyzyjnie wyjasnita,
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czym jest metoda ilosciowej reakcji taricuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym
(QRT-PCR), ktérg wykorzystata do oceny zmian ekspresji genéw w leukocytach. W
kolejnym akapicie ww. rozdziatu przedstawiata obszary swoich zainteresowan
naukowych bedacych tematem badan prezentowanych w rozprawie doktorskiej.
Nastepnie odniosta sie do metabolizmu zelaza i jego znaczenia w wysitku fizycznym
oraz wyjadnita mechanizmy regulujgce jego poziom w organizmie ludzkim. W akapicie
konczacym  ,Wprowadzenie” Autorka  podkreslita  nowatorski  charakter
prezentowanych w rozprawie badan.

Zasadniczo ,Wprowadzenie” stopniowo wprowadza w meritum podjetego
problemu badawczego. Szkoda tylko, ze Autorka nie poruszyta watku, ktory jest
zwigzany z omawianymi przez nig pracami i dotyczy wptywu suplementacji witaming
C i kwasami omega-3 na ekspresje badanych przez nig genow.

Z zauwazonych btedéw w tej czesci pracy zwrdce uwage na niepoprawne
stwierdzenie (str. 6), ze ,Zelazo jest niezwykle waznym pierwiastkiem zwigzanym z
wysitkiem fizycznym ze wzgledu na jego bezposrednig role w [....] w transporcie tlenu
przez hemoglobine i mioglobing”. O ile prawdg jest, ze hemoglobina odgrywa istotng
role w transporcie tlenu, to mioglobina petni nieco inng funkcje. Prosze o wyjasnienie
réznicy w budowie i funkcjach tych dwéch biatek.

Ponadto, w konczgcym akapicie tego rozdziatu Autorka zamies$cita
niekompletng informacje nt. nazwy komisji bioetycznej, ktéra wyrazita zgode na
przeprowadzenie badan bedacych przedmiotem rozprawy doktorskie;.

W kolejnym rozdziale Autorka jasno sformutowata 5 gtéwnych celi badawczych,
a nastepnie syntetycznie oméwita prace oryginalne wchodzace w sktad pracy. Mysle,
ze z korzyscig dla prezentowanej formy rozprawy doktorskiej bytoby umieszczenie po
celach rozdziatu poswieconego metodologii badan, w ktorym zostatyby m.in.
uwzglednione grupy badawcze, opis form aktywnosci fizycznej zastosowanych w
badaniach oraz doktadne opisanie metody Real-Time PCR, ktora jest niewatpliwie
nowatorskg technikg badawczg.

W pierwszej pracy pt. ,Changes in serum iron and leukocyte mRNA levels of
genes involved in iron metabolism in amateur marathon runners-effect of the running
pace” Autorka wraz ze wspotautorami przedstawita wyniki badan dotyczace zmian
stezenia zelaza i ferrytyny w surowicy wraz ze zmianami poziomu mRNA genéw
kodujgcych biatka zaangazowane w metabolizm zelaza tj. PCBP1 (biatko wigzgce poli
(rC) 1), PCBP2 (biatko wigzace poli (rC) 2), FTH1 (ferrytyna tancuch ciezki 1), FTL

3



(fancuch lekki ferrytyny) i TFRC (receptor transferyny). Celem badania byto réwniez
okreslenie zwigzku migdzy zmianami w ekspresji genéw w leukocytach a wyjéciowymi
stezeniami zelaza i ferrytyny w surowicy, oraz tempem biegu podczas
maratonu. Autorzy zatozyli, ze bieg maratonski wptynie na wzrost poziomu mRNA
genow zwigzanych z metabolizmem zelaza, i ze zmiany te bedg zalezne od tempa
biegu.

W badaniu udziat wzieto 28 zdrowych mezczyzn, ktérym pobierano krew w 4
punktach czasowych tj. przed rozpoczeciem biegu, tuz po jego ukonczeniu oraz 3 i 24
godziny po jego zakonczenia. Cze$¢ pobranego materiatu biologicznego
wykorzystano do oceny ekspresji genéw, a w pozostatym oznaczano morfologie krwi,
stezenie zelaza, ferrytyny, kwasu moczowego, kinazy kreatynowej i biatka C-
reaktywnego.

Uzyskane wyniki badan potwierdzity hipoteze, ze bieg maratonski wptywa na
zmiany zarowno wskaznikow surowicy krwi, jak réwniez na ekspresje genéw
zwigzanych z metabolizmem Zelaza, oraz ze zaobserwowane zmiany wystepujg w
réznych odstepach czasowych.

W kolejnej pracy pt. ,Exercise training and Vitamin C supplementation affects
ferritin mRNA in leukocytes without affecting prooxidative/antioxidative balance in
elderly women” Autorka wraz z wspofautorami oceniata wplyw 6-tygodniowego
zdrowotnego programu treningowego potaczonego z suplementacjg witaming C w
dawce 1g/dobe na catkowity stres oksydacyjny i potencjat antyoksydacyjny oraz na
geny zwigzane z komérkowg odpowiedzig na stres oraz z metabolizmem Zzelaza.
Autorzy zatozyli, ze poprawa potencjatu antyoksydacyjnego spowodowana treningiem
i zastosowang suplementacja wplynie na obnizenie stezenia mRNA genéw
zwigzanych z metabolizmem zelaza. Badaniami objeto 15 zdrowych kobiet w wieku
starszym, ktore realizowaty 12-tygodniowy program treningowy sktadajgcy sie z
réznych form aktywnosci fizycznej (m.in. gimnastyki czy nordic walking). Podobnie jak
w poprzedniej publikacji oceniano nastepujace geny: FTH1, FTL, PCBP1, PCBP2 oraz
gen kodujgcy katalaze (CAT).

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan stwierdzono, ze trening potaczony
z suplementacjg witaming C nie wptynat na rownowage
prooksydacyjno/antyoksydacyjng. Obserwowano jedynie znaczne obnizenie poziomu
MRNA genéw FTH i FTL u badanych kobiet.



W ostatniej pracy pt. ,/dentification of Optimal Reference Genes for gRT-PCR
Normalization for Physical Activity Intervention and Omega-3 Fatty Acids
Supplementation in Humans” Autorka wraz z wspotautorami dokonata identyfikacji
stabilnych genéw, ktére mogg by¢ okreslone mianem gendw referencyjnych.
Ekspresje tych genéw analizowano u biegaczy dtugodystansowych przed i po 12
tygodniach treningu wytrzymato$ciowego potgczonego z suplementacja kwasami
omega-3. Wynikami badan Autorka wykazata, ze geny GAPDH (dehydrogenaza
aldehydu  gliceryno-3-fosforanowego), TUBB  (tubulina beta) i HPRT
(fosforybozylotransferaza hipoksantynowa) moga by¢é odpowiednimi genami
referencyjnymi wykorzystanymi w badaniach obejmujgcych aktywnos¢ fizyczng
i suplementacje kwasami omega-3.

Rozdziat pt. ,Omowienie prac oryginalnych wchodzgcych w skiad rozprawy”
konczy 7 wnioskéw, ktére wyptywajg z badan ujetych w pracach i odpowiadajg

uzyskanym wynikom.

Uwagi koncowe
Badania przedstawione w recenzowanej rozprawie sg oryginalnym
osiggnigciem Autorki, a prace stanowiace cykl publikacji pt. ,Molekularne mechanizmy
adaptacji do wysitku fizycznego - zmiany ekspresji wybranych genéw w leukocytach”
to zbidr logicznie | wzajemnie sie dopetniajacych danych o duzej wartosci naukowej.
Na uwage zastuguje fakt, ze wszystkie prace wczesniej byly pozytywnie ocenione
przez niezaleznych recenzentéw i finalnie zostaty opublikowane w prestizowych
czasopismach naukowych o wysokich wspoétczynnikach wptywu.
Z uwagi na powyzsze, zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej
Akademii Wychowania Fizycznego i Sportu im. Jedrzeja Sniadeckiego
w Gdansku o dopuszczenie Pani mgr Agaty Grzybkowskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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