Akademia Wychowania Fizycznego
im. Bronistawa Czecha w Krakowie
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Instytut Nauk Podstawowych
Zaktad Fizjologii Mie$ni
Al Jana Pawla 11 78, 31-571 Krakow
tel.: +48 12 683 1572 www.kfb.awf.krakow.pl

dr hab. Marcin Grandys prof. AWF Krakow, 04.05.2020 .

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Strona

mgr Ewy Zarebskiej

pt.: "Zmiany osoczowego stezenia adenozynotrifosforanu u zawodnikow

klasy mistrzowskiej w rocznym cyklu treningowym"

Zawarto$¢ formalna rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska mgr Ewy Zarebskiej oparta zostala o dwa opublikowane i
powlgzane ze soba tematycznie artykuly naukowe, pod wspélnym tytulem: ,Zmianyv
osoczowego stezenia adenozynotrifosforanu u zawodnikéw klasy mistrzowskiej w rocznym
cvklu treningowym”. Obydwie prace przygotowane byly w ramach projektu naukowego nr
2013/09/B/NZ7/02556, sfinansowanego przez Narodowe Centrum Nauki, a opublikowane

zostah w nastepujacych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym:

1. Plasma nucleotide dynamics during exercise and recovery in highly trained athletes
and recreationally active individuals, BioMed Research International, 2018,

doi: 10.1155/2018/4081802.

2. Alterations in exercise—induced plasma adenosine triphosphate concentration in
highly trained athletes in a one-year training cycle, Metabolites, 2019, 9 (10

[230]), doi: 10.3390/metabo9100230.

W obydwu ww. pracach Doktorantka byla pierwszym autorem oraz posiadala wiodacy
udzial w ich powstaniu, co potwierdzone zostalo przez oéwiadczenia wszystkich
wspOlautorow publikacji. Ponadto, wskazniki bibliometryczne tych czasopism (70 pkt wg
ministerialnego wykazu czasopism oraz wskaznik oddzialywania IF 2.2 i 3.3 — oba
czasopisma w Q2 w swojej kategorii) w mojej opinii sq znaczace i zastuguja na uznanie,

szezegOlnie biorge pod uwage poczgtkowy etap kariery naukowej Doktorantki.

Prezentacja rozprawy doktorskiej dokonana zostala w formie autoreferatu,

napisanego w jezyku polskim i angielskim i obejmujacego 27 stron maszynopisu wraz ze
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spisem piSémiennictwa i streszczeniem, do ktérego dolaczone zostaly o$wiadczenia
wspblautoréw i kopie obydwu publikacji. Pod katem wymagan formalnych, taki sposob
prezentacji rozprawy doktorskiej nie rodzi najmniejszych zarzutow i w mojej opinii jest jak
najbardziej prawidlowy.

Zawarto$¢ merytoryczna rozprawy doktorskiej

Zagadnieniem stezenia ATP w osoczu podezas wysilku fizycznego zajmowano sig od
dawna (prace z przelomu lat 60 i 70-tych XX wieku), ale stosunkowo mato bylo danych na
temat znaczenia jego zmian. Dopiero w ostatnich dwoch dekadach okazalo sig, ze ATP w
przestrzeni pozakomarkowej pelni wazne role jako czasteczka sygnalizacyjna, biorgc udzial w
dostarczaniu  tlenu do pracujagcych mieéni, poprzez efekt wazodylatacyjny i
sympatykolityezny. Stezenie ATP w erytrocytach jest ok. 3 tysiace razy wyzsze niz w osoczu,
wiec uwalnianie nawet niewielkich ilosci z krwinek czerwonych moze znacznie podnosic jego
poziom w osoczu. Zwigkszenie stezenia ATP w osoczu nastgpuje glownie na skutek
deoksvgenacji hemoglobiny oraz wzrostu mechanicznej deformacji krwinek i dzialajacych sit
$cinajacvch (shear stress). Obserwacje pokazujace, ze wysilek prowadzi do wzrostu stezenia
nukleotydéw adeninowych w plynie érédmiazszowym — z powodu wzrostu pobudzenia
wspolczulnego (ATP wydzielane wraz z NA jako neurotrasmiter) lub zwigkszonego obrotu
ATP w mieéniach sugeruja, ze ATP w osoczu moze potencjalnie pochodzi¢ z innych zrodet niz
krwinki czerwone, ale badania przekonujg (np. klasyczna praca grupy Prof. Saltina z 2002 r.),
ze nie stanowig one istotnego zrédlta ATP w osoczu krwi zylnej, a uwalnianie ATP z

erytrocytow jest jego glownym zrodiem.

Biorgc pod uwage kluczowa role mechanizméw odpowiadajacych za zwigkszenie
transportu tlenu do pracujacych mieéni w trakcie wysitku fizycznego, podjeta tematyka badan
przez Doktorantke jest w mojej ocenie w pelni uzasadniona, a co wiecej nowatorska. O ile
bowiem, zagadnienia dotyczace mechanizméw uwalniania osoczowego ATP i jego dzialania sy
przedmiotem intensywnych badan w ciagu ostatnich lat, to wciaz bardzo malo wiadomo jest
na temat jego zmian w wysitkach ogélnoustrojowych w pelnym zakresie ich intensywnosci u
roznych grup oséb. W tym aspekcie, przeprowadzenie przez Doktorantke eksperymentow z
oznaczaniem osoczowego stezenia ATP w grupach wysokiej klasy sportowcow o roznej
specjalizacji (publikacja 1) i w rdéznych okresach rocznego programu treningowego
(publikacja 2) calkowicie spetnia kryterium oryginalno$ci zrealizowanych w ramach rozprawy
doktorskiej badan naukowych. Interesujgca z punktu widzenia wartosci poznawczych jest
takze proba powigzania zmian osoczowego stezenia ATP z wiarygodnie zmierzong wielkosciy

masy mi¢$niowej badanych osob.
Doktorantka w opublikowanych pracach testowala nastepujace hipotezy:

1.  Wyspecjalizowany trening sportowy (szybko$ciowo-silowy, wytrzymatosciowy oraz
mieszany) determinuje profil zmian osoczowego stezenia ATP podczas wysitku

i restytucji powysitkowej u wysokowytrenowanych sportowcow (publikacja 1),
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2. Osoczowe stezenie ATP jest uzaleznione od masy mieéniowej. Wyzsza masa
migSniowa bedzie  prowadzila  do zwickszonego uwalniania ATP w  osoczu

(publikacja 1),

3. Osoczowe stezenie ATP zmienia si¢ w rocznym cyklu treningowym, osiggajqc

najwyzsze wartosei w okresie startowym (publikacja 2).

W odniesieniu do postawionych hipotez badawezych, Doktorantka w prawidlowy
sposob zaplanowala przebieg eksperymentu, poczgwszy od zebrania odpowiednich grup
badawezych, a skonezywszy na analizie i interpretacji otrzymanych rezultatow. Jedyny
kwestia, ktora budzi w tym aspekeie moje watpliwoéei jest mozliwoéé w pelni przekonujgcego
uzasadnienia hipotezy nr 2, poniewaz tg hipotez¢ Doktorantka weryfikowala na podstawie
zaleznosci korelacyjnej pomigdzy osoczowym stezeniem ATP, a masg mie$niowg badanych
0sOb. Po pierwsze zatem, wystepowanie istotnej statystycznie zaleznoéci korelacyjnej,
oznaczajyce silng zaleznoéé pomiedzy badanymi zmiennymi, nie koniecznie oznacza zwigzek
przyczynowy. Po drugie, i to wydaje si¢ bardziej istotne, brakuje w mojej opinii wiarygodnych
danych literaturowych, potwierdzajacych bez watpliwosci, ze istotnym Zrédlem osoczowego
stezenia ATP sa migénie szkieletowe. Na tym etapie, wiadomym jest, ze podstawowym
zrodlem osoczowego stezenia ATP sg erytrocyty oraz $rédblonek naczyniowy, natomiast

czgSciowo pochodzenie migdniowe moze mieé stezenie ATP w plynie $rédmigzszowym.
Metody badawcze

Doktorantka w przypadku obu publikacji zastosowala wymagajace i zaawansowane
metody badawcze. Na poczatku trzeba tutaj podkreélié ogrom wykonanej pracy, ktorej
wymagaja badania, w ktorych dokonywany jest pomiar konsumpcji tlenu z pobieraniem
probek krwi w trakcie wysitkowych préb stopniowanych do odmowy w tak znacznej, jak na
charakter eksperymentéw, grupie badawczej (n=44). Ponadto, taki pomiar w przypadku
publikacji nr 2 powtérzony zostal w ciagu rocznego cyklu treningowego az czterokrotnie. Na
uznanie zasluguje rowniez fakt wykorzystania wiarygodnych technik laboratoryjnych, takich
jak pomiar konsumpcji tlenu metodg "z oddechu na oddech" (breath-by-breath),
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) do oznaczenia osoczowych stezen
nukleotydéw czy metody dwuenergetycznej absorbcjometrii rentgenowskiej (DXA) do oceny

sktadu ciala.

Jedyne watpliwosci dotyczace tego aspektu rozprawy doktorskiej budzi fakt sposobu
oznaczania punktu kompensacji oddechowej (RCP) oraz zastosowanie jednoczynnikowej
analizy wariancji w przypadku wiekszosci poréwnafi, zarébwno w pierwszej, jak i drugiej
publikacji. Jesli chodzi o oznaczanie RCP, to pierwsza niescisloéé pojawia sie w mojej opinii,
przy opisie jego metodyki (autoreferat i publikacja 1), gdzie mowa jest o metodzie V-slope. W
pracy Beavera i wsp., do ktorej odnosi sie Doktorantka, oznaczenie okreslone jako V-slope
dotyczylo punktu zmiany (zalamania) w zaleznogci VO2 i VCO2 i okredlania tzw. progu
beztlenowego (anaerobic threshold - AT), podczas gdy punkt kompensacji oddechowej (RCP

- respiratory compensation point) byl tu okreélany glownie na podstawie wzrostu Vi do
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VCO2 i wystepowal on wyraznie pozniej niz AT. Opis wyznaczania RCP w przypadku
publikacji nr 2 jest juz wlasciwy, wiec wykazana wyzej niescistos¢ odbieram jako
nieszczedliwe przeoczenie. Niemniej jednak, moja watpliwo$¢ niezaleznie od tego
prawdopodobnego przeoczenia, budzi fakt zastosowania w eksperymentach Doktorantki
wyraznic innego pod katem dozowania obcigzenia protokolu wysilkowego, od tego
zastosowanego w pracy Beavera i wsp. (wzrost tempa przesuwu tasmy o 2 km/h co 3 min w
zasadniczej fazie testu vs. przyrost mocy na cykloergometrze o 15 W co 1 min). W zwiagzku z
powyzszym, chetnie uslyszalbym uzasadnienie dla zastosowanego protokotu wysitkowego w
kontekécie zamiaru wyznaczania punktu kompensacji oddechowej wg metody przedstawione;j
przez Beavera i wsp. oraz zinterpretowanie zjawiska osiggniecia RCP na bardzo wysokich
procentowych wielkoéciach maksymalnego minutowego poboru tlenu (szczegélnie u
nietrenujacych, poniewaz osiagniecie RCP na poziomie 94% VO2max jest w mojej opinii

mocno dyskusyjne).

Jesli chodzi natomiast o zastrzezenia dotyczace analizy statystycznej, to w pierwsze;
publikacji jednoczynnikowa analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami wskazana jest jako
metoda analizy zastosowana zaréwno do okreslenia réznic w obrebie jednej grupy badawczej,
jak réowniez pomiedzy badanymi grupami. Rozumiem, ze w drugim przypadku jest to
niedcislo$é w opisie analizy, poniewaz metoda ANOVA z powtarzanymi pomiarami stosowana
jest w przypadku testowania réznic dla $rednich w obrebie tej samej grupy badanych (grupy
zalezne). Niemniej jednak, w opisywanym modelu eksperymentalnym, okreslany byt zaréwno
efekt miedzygrupowy (rézna historia treningowa), jak i wewnatrzgrupowy (powtarzane
pomiary w trakcie wysitku), w zwiazku z czym bardziej odpowiednig metodg analizy wydaje
sie w mojej opinii przeprowadzenie analizy wariancji w schemacie mieszanym (two-way
mixed ANOVA). W przypadku drugiej publikacji natomiast, réznice w zmiennej zalezne]
(stezenia nukleotydéw adeninowych) testowane byly z dwoma efektami powtarzanych
pomiaréw w obrebie jednej grupy badawczej (zmiany w wysitku oraz zmiany w
poszczegdlnych fazach treningu). W zwiazku z czym wydaje mi sig, ze w opisie metod
statystycznych powinna byé mowa o dwuczynnikowej analizie wariancji z powtarzanymi
pomiarami. Bylbym ciekawy opinii Doktorantki w tym temacie, jak rowniez ewentualnej
weryfikacji uzyskanych wynikéw przeanalizowanych w ten sposob. Drobnym brakiem jest
takze nie podanie w opisie metod statystycznych informacji o spelnieniu zalozen dla analizy

wariancji, ktére sg niezbednym warunkiem dla jej przeprowadzenia.
Oryginalne osiagniecia badawcze

Doktorantka na bazie dwoch publikacji przedstawila wiele interesujacych wynikow;, a
szczegblnie  wartoSciowym  elementem  zrealizowanego projektu  badawczego byto
wyselekcjonowanie grup badawczych, w ktérych poza grupa kontrolng, aktywna fizycznie, ale
nietrenujaca, znalezli sie zawodnicy na wysokim poziomie sportowym, bedacy
reprezentantami kadry narodowej oraz rywalizujagcy na poziomie narodowym i

miedzynarodowym w réznych pod katem metabolicznym dyscyplinach sportowych. Dzigki
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temu w publikacji 1 Doktorantka byla w stanie pokazaé¢, ze najwyzsze stezenie ATP w osoczu
zanotowano w momencie uzyskania maksymalnej intensywnosci wysitkowej, a dlugofalowy
trening ma wplyw na wielko$¢ odpowiedzi ATP w osoczu, poniewaz u osob trenujgcych
wyczynowo wzrost stezenia byl istotnie wyzszy niz u os6b aktywnych fizycznie (~61% vs.
~31%). Ponadto, Doktorantka wykazala, ze specyfika treningu sportowego wplywa na profil
zmian stezenia ATP w osoczu, poniewaz najwyzsze jego wielkodci obserwowano u sprinterow,
a najnizsze u zawodnikow konkurencji wytrzymalodciowych. Taka sytuacja wytlumaczona
zostala koniecznosceig adaptacji naczyn krwionodnych u sprinterow do szybkiej i wzmozonej
wazodylatacji, ze wzgledu na czeste podejmowanie wysitkow o wysokiej intensywnosci i
krotkim czasie trwania. Ponadto, zaobserwowanie istotnej dodatniej korelacji pomiedzs
spoczynkowym i maksymalnym stezeniem ATP w osoczu z masg mieéni szkieletowych,
sklonilo Doktorantke do konkluzji, ze réznice w osoczowym stezeniu ATP miedzy grupami
sportowymi w spoczynku oraz podczas maksymalnego wysilku sa przynajmniej czesciowo

zwigzance z masa mieéni szkieletowych.

W publikacji 2 jednym z gléwnych uzyskanych wynikéw bylo zaprezentowanie, ze
stezenie ATP w osoczu wzrasta znaczaco w kolejnych okresach rocznego cyklu treningowego
u wysokowytrenowanych zawodnikéw w trakcie wysitku oraz restytucji powysitkowe;j.
Podczas wysitku we wszystkich badanych grupach sportowych wystapil éredni wzrost
osoczowego stezenia ATP o 62% w okresie przejSciowym i 0 103% w okresie startowym.
Najwi¢kszy wzrost zaobserwowano u sprinteréw (odpowiednio 60% i 114%), a najmniejszy
u zawodnikow wytrzymatosciowych (odpowiednio 64% i 95%). W przeciwienistwie natomiast
do grup zawodnikow, stezenie ATP w osoczu w grupie kontrolnej pozostawalo nu
niezmienionym poziomie we wszystkich terminach badan. Stwierdzono takze, ze gwaltowny
wzrost osoczowego stezenia ATP towarzyszy osiagnieciu punktu kompensacji oddechowej, co
wg Doktorantki odzwierciedla¢ moze cze$ciows niezdolnoéé do dostarczania tlenu do mieéni

podczas wysitku.

Streszczone powyzej glowne wyniki i konkluzje pracy Doktorantki maja
niekwestionowang warto$¢ poznawcza i aplikacyjng, a sama ich publikacja w dwoch
renomowanych czasopismach naukowych najlepiej $wiadezy o wysokim poziomie rozprawy
doktorskiej. Doceniajgc te fakty, chcialbym jednoczeénie zwrécié uwage na watpliwosci
dotyczyce ciekawej, aczkolwiek w mojej opinii dyskusyjnej linii interpretacji dwoch
uzyskanych wynikow pracy. Pierwsza z nich dotyczy wspomnianego wcezesniej sposobu
wyznaczania punktu kompensacji oddechowej (RCP), ktérego osiggniecie Doktorantka
wigzala z czeSciowym ograniczeniem dostarczania tlenu do pracujacych mieéni i wiekszymi
przyrostami osoczowego stezenia ATP. Druga natomiast zwigzana jest (i tg opisze w tym
miejscu dokladniej) z wnioskowaniem o istotnej roli masy migSniowej dla wiekszego wzrostu
osoczowego stezenia ATP we krwi zylnej ze wzgledu na zaobserwowanie istotnej dodatnie;j
korelacji migdzy masa mieéni szkieletowych i osoczowym stezeniem ATP oraz czeSciowemu
zanikowi roznic we wzroécie stezenia ATP w przypadku przeliczeniu go na kilogram masy

miesniowej. Aczkolwiek takie wnioskowanie wydaje sie merytorycznie uzasadnione, w mojej
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opinii powinno by¢ ono rozpatrywane w kategorii hipotezy, poniewaz w literaturze brakuje
danych pokazujgcych klarownie, Ze wzrost osoczowego stezenia ATP we krwi zylnej jest
pochodzenia migéniowego. Ponadto, Doktorantka powoluje si¢ na prace Hellsten i wsp.
(1998) oraz Mortensena i Saltina (2014) piszgce: "Jednym z potencjalnych Zrédel ATP w
osoczu mogg by¢ migdnie szkieletowe (Hellsten i wsp. 1998; Mortensen i Saltin 2014)"
(Autoreferat str. 10), podezas gdy w obu tych pracach mowa jest w tym kontekécie o stezeniu
ATP w plynie srodmigzszowym (interstitial concentration of ATP). Wobec tego przytaczanie
ich w kontekécie stwierdzenia, ze¢ mieSnic mogy by zrodlem osoczowego ATP uznaje co
najmnicj za niewlasciwic uzyty skrot myélowy w autoreferacie, zwlaszeza w obliczu
przewazajacych opinii o tym, ze¢ zasadniczym 7Zrodlem osoczowego ATP sy erytrocyty i
srodblonek naczyniowy. Co cickawe, w samej publikacji 1, obie te cytacje pojawiajg sie juz we
wlasciwym kontekscie. Niemniej jednak, do przedstawionej w autoreferacie i publikacji 1
interpretacji, ze wzrost osoczowego ATP zwigzany jest przyczynowo z wielkodcig masy
migsniowej podchodzilbym z ostroznoécig. Ponadto, sugerujagc takie powigzanie,
oczekiwalbym takze odniesienia si¢ w pracy do mozliwych jego mechanizméw transportu
pomi¢dzy naczyniami, plynem $rodmigzszowym i komoérkami mieéniowymi, podezas gdy o
takich informacjach w pracy nie ma nawet wzmianki. Bytbym takze ciekawy, czy Doktorantka
brala pod uwage inne mozliwe wyjasnienia zaobserwowanej zalezno$ci pomiedzy wiekszy

masa miesniowg i wyzszymi wysitkowymi stezeniami osoczowego ATP.
Whniosek koncowy

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani Mgr Ewy Zarebskiej pt.: "Zmianv
osoczowego stezenia adenozynotrifosforanu u zawodnikéow klasy mistrzowskiej w rocznym
cyklu treningowym", pomimo wskazanych wyzej uwag krytycznych, jest bardzo
wartosciowym  osiggnieciem naukowym wypelniajagcym  kryterium oryginalnosci  w
rozwigzaniu waznego i aktualnego zagadnienia badawczego, spetniajgc tym samym warunki
stawianc pracom doktorskim okreélone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 r., poz. 1668). W oparciu o powyzsza opinie
wnosz¢ do Rady Wydzialu Nauk o Kulturze Fizycznej, Akademii Wychowania Fizycznego im.

Eugeniusza Piaseckiego w Poznaniu, o dopuszczenie mgr Ewy Zarebskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego. Ponadto, biorge pod uwage bardzo dobry poziom merytoryczny

rozprawy oraz publikacje jej wynikow w renomowanych czasopismach naukowych z wysokim

IF, wnioskuje o jej wyrdznienie.
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