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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Agaty Grzybkowskiej, zatytulowanej
“ Molekularne mechanizmy adaptacji do wysilku fizycznego -
zmiany ekspresji wybranych genéw w leukocytach”

przygotowanej pod Kierunkiem promotora — prof. dr. hab. Jedrzeja Antosiewicza

Recenzja sporzadzona zostata na podstawie przedlozonej przez Panig mgr rozprawy
doktorskiej skiadajacej si¢ z cyklu trzech publikacji pod wspélnym tytulem “Molekularne
mechanizmy adaptacji do wysitku fizycznego — zmiany ekspresji wybranych genéw w
leukocytach”, o facznej punktacji : Impact Factor - 15,891; punktacja MEiN — 380 pkt. Do pracy
zalgczone zostaly stosowne oswiadczenia Wspotautoréw, z ktérych wynika ze Doktorantka
byla pierwszym Autorem w dwoch artykutach i drugim Autorem w jednym z cyklu artykutow,
co dowodzi, ze odgrywata dominujaca role w prowadzonych badaniach i przygotowaniu
artykutlow. Ponadto Doktorantka pozyskala finansowanie na przeprowadzone badania poprzez
pozyskanie Grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego N RSA4 06754: »R0zwoj
sportu akademickiego” (publikacje 1 i 2) oraz Grantu Preludium 16 Narodowego Centrum

Nauki o numerze 2018/31/N/NZ7/02962 (publikacja 3).



Ocena wyboru tematu rozprawy doktorskiej

W przegladzie immunologii wysitkowej opublikowanym w 2020 roku w czasopi$mie
Journal of Sport and Health Science (JSHS) dokonano podsumowania zebranych do tej pory
najistotniejszych informacji dotyczacych wplywu wysitku fizycznego na uklad
immunologiczny czlowieka. Dokonane obserwacje, dotyczyly, migdzy innymi, postepu
technologicznego, ktéry w najblizszym czasie bedzie promowat i decydowat o pozyskaniu
wiedzy w zakresie immunologii wysitkowej poprzez zdobycze biologii molekularnej, tj.
metabolomike, proteomike, lipidomike, mikrobiom jelitowy i genomiczne podejscie. Takie
»wieloomowe” zintegrowane podejscie, moze w przyszlosci dostarczyé wielu cennych
informacji dotyczacych odpowiedzi na zadany wysitek fizyczny ze strony immunologicznej i
metabolicznej organizmu cztowieka. Najnowsze badania ujawnily, ze metabolizm i odpornosé
sg funkcjonalnie ze sobg silnie powigzane, co pozwala poszerzy¢ wiedze w stosunkowo nowym
obszarze wiedzy, jakim jest ,immunometabolizm”. Wymagajace obcigzenia wysitkowe
stosowane przez sportowcéw wywotuja glebokie zaburzenia w poziomie metabolitéw oraz
mediatoréw lipidowych i biatkach, ktére wplywaja na aktywacje komérek odpornosciowych
specyficzne zmiany metabolizmu komodrkowego i ich funkcjonowania. Jednoczesnie
doniesienia naukowe z ostatnich lat, potwierdzaja, ze wysilek fizyczny jest ,.gleboko
zakorzeniony” w genach cztowieka, wplywajac na szereg epigenetycznych zmian ekspresji
genow. Zatem, z calg pewnoscig poruszana tematyka badan Doktorantki jest trafna, nowatorska
1 wpisuje si¢ w obecny nurt badan, a uzyskane wyniki badan sg warto$ciowe z naukowego i

praktycznego punktu widzenia.
Ocena realizacji celéow badan i oryginalnego wkladu Autorki

Lektura cyklu trzech publikacji pod wspélnym tytulem “Molekularne mechanizmy
adaptacji do wysitku fizycznego — zmiany ekspresji wybranych genéw w leukocytach”,
dowodzi, ze w toku badan Autorka postawita sobie cele podstawowe oraz cele szczegdtowe

odnoszace si¢ do poszczegdlnych publikacji.

Gléwnym celem badan wyznaczonym przez Autorke w publikacji pt. Changes in serum
iron and leukocyte mRNA levels of genes involved in iron metabolism in amateur marathon
runners-effect of the running bylo okreslenie zmiany ekspresji wybranych genéw w
leukocytach zwigzanych z metabolizmem zelaza (FTH, FTL, PCBP1, PCBP2, TFRC), ktore
mogg stanowi¢ jeden z wielu molekularnych mechanizméw adaptacji do wysitku fizycznego.

Nalezy stwierdzi¢, ze Doktorantka osiagnela wyznaczony cel i potwierdzita postawiong w



pracy hipotezg, ze zmiany w ekspresji genéw w leukocytach stanowig natychmiastowa
odpowiedz na wysitek fizyczny, ktéra nastgpnie stymuluje p6zniejsze zmiany adaptacyijne.
Przeprowadzenie tego typu eksperymentéw, jak wskazata Doktorantka, stanowig novum w
literaturze przedmiotu i mysle, ze w krotkim czasie publikacja uzyska liczne cytowania.
Drugim, w moim przekonaniu, bardzo istotnym celem nakre$lony przez Autorke byta préba
okreslenia optymalnych punktéw czasowych zmian w ekspresji badanych genéw dla biegu
maratonskiego. Autorka podjeta si¢ proby uchwycenia punktéw czasowych od aktywnosci
fizycznej do momentu uzyskania zmian w ekspresji genéw w leukocytach, co z praktycznego
punktu widzenia, stanowi olbrzymig warto$¢ aplikacyjna, gdyi uzyskane dane pozwolg ustali¢
dos¢ precyzyjne kryteria poboru krwi u sportowcéw w celu uchwycenia zmian powysitkowych
na poziomie molekularnym, ktore rzutuja na potreningowe zmiany adaptacyjne. Dodatkowym
celem w omawianych badaniach, jak wskazuje Doktorantka w wyszczegdlnionych celach
naukowych w przygotowanym przez siebie komentarzu, byla analiza zwigzku pomiedzy
uzyskang liczbg transkryptow FTH i FTL, a poziomami biatka ferrytyny we krwi. Réwniez i
ten cel zostal w pelni zrealizowaﬁy przez Doktorantke, ktéra na podstawie uzyskanych
wynikow badan wskazuje, ze zmiany w mRNA genéw zaangazowanych w metabolizm zelaza

zachodzg niezaleznie od st¢Zzenia ferrytyny w surowicy.

Innym celem naukowym wytyczonym w publikacji pt. Exercise training and Vitamin
C  supplementation  affects  ferritin  mRNA in  leukocytes  without  affecting
prooxidative/antioxidative balance in elderly women byla ocena wplywu sesji
szesciotygodniowego treningu wytrzymatosciowego z i bez szesciotygodniowej doustnej
suplementacji witaming C (1000 mg dziennie) na stres oksydacyjny i pojemnosé
antyoksydacyjng osocza, a takze na geny zwiazane z odpowiedzig na stres komoérkowy i
metabolizm zelaza (FTH, FTL, PCBP1, PCBP2, TFRC, FOX03a) w leukocytach.

Autorka pracy wykazala ze sze$ciotygodniowy trening wspomagany codzienng
suplementacjg 1000 mg witaminy C nie wplyngt na réwnowage prooksydacyjno-
antyoksydacyjng osocza , ale spowodowal zmiany w poziomach mRNA genéw zwigzanych z
metabolizmem zelaza i jednocze$nie zwigzanych z homeostazag prooksydacyjno-
antyoksydacyjnej komorki (FTH, FTL) u starszych kobiet. Jednak pozostate wnioski Autorki
pracy wzbudzaja moje watpliwosci. Czy w pelni uzasadnione jest twierdzenie, ze
suplementacja witaming C miata wigkszy wplyw na ekspresj¢ genéw (i moze posrednio
wskazywaé na nizszy stres oksydacyjny w komérkach) w poréwnaniu z jej wplywem na

rownowage prooksydacyjno-antyoksydacyjng osocza ? Czy wptyw suplementacji witaming C
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na poziom mRNA ferrytyny moze wskazywa¢ na pozytywny jej wplyw na adaptacj¢ do
treningu u starszych kobiet podczas kolejnych szesciu tygodni treningu? Czy stosowanie
suplementacji w pdzniejszym okresie (nie rozumiem okre$lenia ,,pdzniejszy czas”)
treningowym spowodowato istotne zmiany w masie ciata, masie mig$niowej i mRNA FTL,
przy czym nie stwierdza si¢ r6znic pomig¢dzy grupami? I ostatnia uwaga Autorki dotyczaca
watpliwosci suplementacji witaming C przy poziomie niewykazujagcym niedoboru. Mysle, ze
to spostrzezenie nie budzi watpliwosci od wielu lat i jesli sg watpliwosci, to raczej dotycza one
tylko Sportowcéw. W moim przekonaniu, gdyby Autorka pracy pokazata przebieg zmian w
czasie i robwnoczesnie pomigdzy grupami, zdecydowanie lafwiejsza byloby zrozumienie i
interpretacji odnotowanych w badaniach zmian (dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA,
poniewaz Autorka mierzyla dwa czynniki wplywajace na badane kobiety). Moim zdaniem,
czgs$¢ zawartych wnioskow w artykule to raczej pewnego rodzaju spekulacje Autoréw badania.
Natomiast nalezatoby podkresli¢ w podsumowaniu pracy, brak efektu 12 tygodniowego
programu treningowego na poziom VOxmax badanych kobiet w wieku 60-80 lat, co sugeruje, iz
wyznaczony bodziec wysitkowy w'eksperymencie byl prawdopodobnie za staby. Ponadto
brakuje w artykule informacji o samych prowadzonych sesjach treningowych, czy byty
nadzorowane, jak wygladata frekwencja uczestniczek. Rowniez metodyka pracy byta dla mnie
nie w petni jasna, nalezato zaznaczy¢, ze sa to badania randomizowane w uktadzie krzyzowym

»cross-over”, i wyraznie wskazac¢, ktéra grupa byta grupg kontrolna.

Ostatnim wyszczegdlnionym przez Doktorantke celem w komentarzu do artykuloéw byta
préba wychwycenia optymalnych genéw referencyjnych do analizy zmian ekspresji genéw dla
treningu wytrzymatosciowego. Osiagnigcie tego celu wigzalo si¢ z realizacjg przez Doktorantke
badan, ktére zostaly szczegétowe opisane w artykule pt. Identification of Optimal Reference
Genes for qRT-PCR Normalization for Physical Activity Intervention and Omega-3 Fatty Acids
Supplementation in Humans. Doktorantka podje¢ta si¢ proby identyfikacji stabilnie wyrazonych
genow w leukocytach zdrowych, aktywnych fizycznie me¢zczyzn, ktére mialyby zostaé
wykorzystane jako stale geny referencyjne. Geny analizowano przed i po 12 tygodniach
treningu wytrzymatosciowego w polgczeniu z suplementacjg kwasami ttuszczowymi omega-3
w celu oceny ich wplywu na wydolnos¢ fizyczng. Posréd pigciu postawionych w komentarzu
celow naukowych przez Doktorantke, ten ostatni, wydaje si¢ za najbardziej wymagajacy i
trudny do realizacji. Zastosowanie metody realtime RT-PCR, pozwala na obserwacj¢ procesu
powielania materialu genetycznego w czasie rzeczywistym, co umozliwia szybkie i doktadne

wykonanie pomiaru ilo$ci materialu genetycznego obecnego w badanych prébach. Jednak przy



takich badaniach istnieje zawsze ryzyko, ze podczas kolejnych etapéw przygotowywania prob,
aby oznaczy¢ liczby transkryptéw badanych genéw, moze dochodzi¢ do zmian ilosci materiatu
genetycznego, ktorych najczestszg przyczyna, ale nie jedyna, jest rozna wydajnos$¢ izolacji
mRNA. Stad istnieje potrzeba normalizacji wynikow pomiedzy analizowanymi prébami,
poprzez wykorzystanie genu referencyjnego (normalizujacego). Oznaczanie ilosciowe,
najczesciej w odrebnych reakcjach, genu badanego i normalizujgcego w danej probie pozwalajg
dostarczy¢ pewnosci, ze wszelkie zmiany w ilo$ci materialu genetycznego podczas badania
dotycza w takim samym stopniu obydwu gendéw. Aby gen referencyjny byl dogodnym
wzorcem, w stosunku do ktérego mozna oznaczaé ilosci ‘mRNA innych genéw, musi
charakteryzowa¢ si¢ statym, nieregulowanym poziomem ekspresji w danej tkance. I wlasnie
Doktorantka w swojej ostatniej pracy podjeta si¢ oceny najbardziej stabilnych genow
referencyjnych wykorzystujgc przy tym internetowe narzg¢dzie programowe RefFinder, ktére
integruje algorytmy z NormFinder, BestKeeper i geNorm, a takze porownawczg metode delta-
Ct. Uzyskane w eksperymencie wyniki badan Doktorantka ujeta w postaci wnioskéw, ktore
wskazuja ze analizowane geny GAPDH, TUBB i HPRT mogg by¢ odpowiednimi genami
referencyjnymi dla badan obejmujgcych trening fizyczny i suplementacje omega-3 u ludzi.
Natomiast Autorka pracy nie zaleca stosowania ACTB jako genu referencyjnego, w oparciu o
wlasne ustalenia, a takze dane przedstawione przez innych Autoréw. Niemniej, Doktorantka
sugeruje potrzebg dalszego prowadzenia badan molekularnych w tym zakresie, szczeg6lnie
dlugoterminowych uwzgledniajacych oczekiwany przebieg czasowy adaptacji wysitkowe;.
Uzyskane wyniki badan przez Autorke z calg pewnoscig pozwolg lepiej zrozumie¢ wzajemne
oddziatywania nienasyconych kwasow tluszczowych z rodziny omega-3 (n-3 PUFA) a
treningiem wytrzymalo$ciowym oraz pozwolg przyblizy¢ wiedz¢ na temat sposobu
wspolregulowania zmian na poziomach mRNA przez omawiane czynniki. Jak zauwazyta sama
Autorka, duzo pytan na ten temat pozostaje bez odpowiedzi. Nadal, bowiem niewiele
miedzynarodowych grup badawczych zajmuje si¢ tym obszarem wiedzy, co sugeruje, ze jest

miejsce na ogromny rozwdj immunologii wysitkowej w nadchodzacych latach.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Agata Grzybkowskiej stanowi
oryginalne rozwigzanie kilku bardzo aktualnych i waznych probleméw badawczych
zwigzanych z molekularnymi mechanizmami adaptacji do wysitku fizycznego. Generalnie,
zdecydowana wigkszo$¢ tez, twierdzen i pogladéw wyrazonych w artykutach jest bardzo trafna
i rzetelna. Komentarz do omawianych artykuléw, napisany zostat przez Doktorantke w sposob

zwigzly, logiczny i interesujacy. Pod wzgledem formalnym praca doktorska przygotowana



zostata poprawnie, cho¢ wykazuje drobne usterki w czgsci dotyczacej komentarza artykutow.
Prowadzone przez Doktorantk¢ dyskusje w zalgczonych artykulach wchodzacych w cykl
publikacji pod wspolnym tytulem Molekularne mechanizmy adaptacji do wysitku fizycznego —
zmiany ekspresji wybranych genéw w leukocytach, dowodza o poglebionej wiedzy w zakresie
zmian powysitkowych i potreningowych zachodzacych na poziomie molekularnym u
sportowcow czy osob aktywnych fizycznie. Ponadto $wiadczg o dojrzatosci i umiejetnosei
Doktorantki. Recenzowana praca spetnia wszystkie kryteria wiasciwe dla rozpraw doktorskich,
co uzasadnia postawienie wniosku o przyjecie rozprawy doktorskiej, dopuszczenie jej do
publicznej obrony i kontynuowanie czynnosci w ramach przéwodu doktorskiego Pani mgr

Agaty Grzybkowskiej.
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