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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Olgi Marii Bugaj pt.: ,,Zmiany fluorescencji NADH w skérze pod wptywem
wysitku fizycznego u wysokowytrenowanych sportowcéw badane metoda Flow Mediated Skin
Fluorescence”, przygotowanej pod kierunkiem dr hab. Jacka Zielinskiego, prof. AWF w Poznaniu.

Recenzj¢ sporzadzono w oparciu o uchwale Rady Naukowej AWF w Poznaniu z dnia 13.10.2020 roku.

Podstawg rozprawy doktorskiej stanowi cykl trzech powigzanych tematycznie publikacji

naukowych, w tym jednej pogladowej i dwdch prac oryginalnych:

1. Flow-Mediated Skin Fluorescence method for non-invasive measurement of the NADH at 460 nm
—a possibility to assess the mitochondrial function. Postepy Biologii Komérki 44 (4): 333-52, 2017.

2. The effect of exercise on the skin content of the reduced form of NAD and its response to transient
ischemia and reperfusion in highly trained athletes. Frontiers in Physiology 10: 600, 2019.

3. The effect of a 7-week training period on changes in skin NADH fluorescence in highly trained
athletes. Applied Sciences 10: 5133, 2020.

Wskazane prace zostaly opublikowane w latach 2017-2020, wszystkie w recenzowanych
czasopismach naukowych ujetych w wykazie opracowanym w 2018 roku przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego i jednoczesnie indeksowanych w bazie JCR (Journal Citation Reports). Egczna
suma punktow przypisana wymienionym pracom to 185 punktéw ministerialnych oraz IF=5,988 (dane
na podstawie oceny biliometrycznej z 26.11.2020 r., zweryfikowane przez Dyrektora Biblioteki AWF
w Krakowie). Punktacja ta nieznacznie rézni si¢ od podanej przez Doktorantke (MNiSW=190 pkt.,
IF=5,833). By¢ moze Doktorantka bazowala na punktacji dostepnej w momencie ukazania sig
poszczegdlnych prac, opracowanej dla poprzedzajacego roku kalendarzowego.

We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem. Prace badawcze prezentuja wyniki
jakie uzyskano w ramach badan zrealizowanych w Zakladzie Lekkiej Atletyki i Przygotowania
Motorycznego w AWF w Poznaniu, bedacych czgscig projektu B+R wspétfinansowanego ze srodkéw
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Inteligentny

Rozwoj 2014-2020. Do dokumentacji Doktorantka zataczyla oswiadczenia z wykazem zrealizowanych



przez Nig zadan, ktére pomimo braku okreslenia udziatu procentowego, wskazujg na Jej wiodacg role
w przygotowaniu poszczegdlnych publikacji. Doktorantka byta zaangazowana w realizacje badan na
kazdym ich etapie. Opracowata podstawy teoretyczne dotyczace wykorzystanej metody, opracowata
metodyke badaf, uczestniczyla w ich wykonaniu, tworzeniu baz danych, analizie i interpretacji
wynikow, az po przygotowanie poszczegdlnych publikacji. Kazde oswiadczenie zostato potwierdzone
przez pozostatych wspolautorow.

Wszystkie prace sg spdjne tematycznie, zostaly opublikowane w logicznej kolejnosci. Prace
badawcze zostaly poprzedzone publikacja pracy pogladowej, w ktorej przedstawiono podstawy
dotyczace funkcji mitochondriow oraz udziatu NAD*/NADH w procesach metabolicznych w réznych
przedziatach komorkowych, dokonano takze krotkiego przegladu metod stosowanych do tej pory
w badaniach struktury i aktywnosci metabolicznej mitochondriéw. Przedstawiono réwniez,
w przejrzysty sposdb, podstawy teoretyczne wykorzystanej metody FMSF oraz jednoznacznie
zdefiniowano mierzone i wyliczane wielkosci wraz z propozycja ich interpretacji.

Prace badawcze stanowig konsekwencje postawionego celu badan, ktéry w autoreferacie
Doktorantka sformufowata jako okreslenie zmian intensywnosci fluorescencji NADH w skérze pod
wplywem pojedynczego wysitku do odmowy oraz po 7 tygodniowym treningu w okresie
przygotowawczym  nowa nieinwazyjng metoda Flow Mediated Skin  Fluorescence
u wysokowytrenowanych sportowcow.

Tak sformutowany cel jasno wytycza i uzasadnia zadania badawcze oraz wykorzystane metody
pomiarowe, ktore szczegdlowo zostaly opisane w pracach oryginalnych. Uwazam jednak, ze w celu
badan mozna bylo podkresli¢, ze chodzito o probe okreslenia zmian poziomu NADH w skérze w efekcie
zastosowanych bodzcow  wysitkowych (wysitek/trening) na podstawie zmian intensywnosci
fluorescencji z wykorzystaniem wskazanej nowej nieinwazyjnej metody.

W pracach oryginalnych poddano analizie wyniki uzyskane u osob reprezentujacych wysoki
poziom sportowy, bylo to 121 oséb reprezentujacych rézne dyscypliny sportowe, ktére jednokrotnie
wykonaly test wysitkowy o stopniowo narastajgcej intensywnosci oraz 41 osob, ktére poddano
badaniom dwukrotnie w przygotowawczym okresie treningowym, powtarzajac test stopniowany
w odstepie 7 tygodniowym. Za kazdym razem przed rozpoczgciem testu wysitkowego oraz po jego
zakonczeniu rejestrowano, znamienng dla NADH intensywnos¢ fluorescencji o dhugosci fali 460 nm. z
komorek naskérka w obszarze przedramienia w odpowiedzi na wzbudzenie promieniowaniem
ultrafioletowym o diugosci fali 340 nm. Dokonywano pomiaru bazowego oraz w okresie ischemii
wywolanej okluzjg tetniczg, a takze w czasie reperfuzji. W tym celu wykorzystano urzadzenie
AngioExpert (Angionica, £.0dz, Polska).

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka potwierdzila postawione przez siebie hipotezy

wnioskujac, ze:



1. Wysitek fizyczny do odmowy modyfikuje metabolizm NADH zaréwno bazowy, jak i mierzony
podczas niedokrwienia i reperfuzji w komorkach skéry przedramienia, przesuwajgc bazowa
fluorescencje NADH w kierunku wyzszych wartosci.

2. Trening w okresie przygotowawczym spowodowal wzrost fluorescencji NADH w grupie
sportowcdw wyczynowych, badanej przed i po wysitku do odmowy, co moze sugerowaé wzrost

puli NAD w organizmie.

Badania majg przejrzysta i uzasadniong konstrukcje, podyktowang celem pracy. Wyniki badan
zostaly czytelnie zobrazowane graficznie i tabelarycznie. Liczebnos¢ w badanych grupach, w przypadku
analizy catosciowej wynikéw, bez podziatu na podgrupy pod wzglgdem reprezentowanej dyscypliny,
a jedynie ze wzgledu na ple¢, jest prawdopodobnie wystarczajaca dla uzyskania wysokiej mocy testow
statystycznych. Niestety Autorka nie wskazata ani w autoreferacie, ani w publikacjach jaka jest moc
przeprowadzonych testow statystycznych, podajac tylko wartos$¢ p (publikacja 2) lub p i wielkosé efektu
n* bedacego miernikiem znaczenia klinicznego uzyskanych réznic (publikacja 3). W publikacji numer
3, zastosowano dwuczynnikowg analiz¢ wariancji. Nie ma natomiast informacji na temat tego czy
zostaty spefnione warunki uprawniajgce do przeprowadzenia takiej analizy.

W prezentowanych pracach Doktorantka, opierajac si¢ na dobrze dobranych pozycjach
pismiennictwa naukowego, przedstawia podstawy teoretyczne podjecia badan, a takze dyskutuje
iuzasadnia uzyskane wyniki, wigzac zmiany intensywno$ci fluorescencji uzyskane z komorek
naskorka, swiadczace o zmianie poziomu NADH (zmianie relacji NAD'/NADH), ze zmianami
metabolicznymi jakie zachodza w mitochondriach podczas intensyfikacji tempa metabolizmu
wywotanego wysitkiem fizycznym oraz adaptacyjnymi zmianami stanu metabolicznego mitochondriéw
skory pod wptywem treningu (zwigkszenie puli NAD). Co cenne, Doktorantka w swoich pracach
pokazuje rowniez szereg ograniczen zwigzanych ze stosowaniem wskazanej metody.

W swoim autoreferacie Doktorantka nie ustrzegla si¢ jednak pewnych pomytek i niezgodnosci, jak
rowniez bledow edytorskich np.: ,,prac wskakujacych”, zamiast wskazujacych (strona 5), »redukowanej
formy dinukleotydu nikotyamidoadeninowego” zamiast zredukowanej formy dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego (strona 4), czy ,,okluzje tetnicza”, zamiast tetnicza (strona 11), itp. W opisie
metod badawczych Autorka napisala, ze ,,Sportowcy w dniu badania .......... przez 24 godziny
poprzedzajace test wysitkowy nie mogli bra¢ udzialu w intensywnych sesjach treningowych”, podczas
gdy w obu publikacjach wskazata, ze uczestnicy badan nie mogli wykonywa¢ intensywnych wysitkow
fizycznych w czasie 48 godzin przed wysitkiem testowym. Réwniez sposéb przedstawienia informacji
na temat oznaczen stgzenia mleczanu byt mylacy i wskazywal na wykonywanie tych analiz w obu
czgSciach projektu (wplyw wysitku/wplyw treningu), podczas gdy stezenie mleczanu zostato
przedstawione wylacznie w pracy 3 (wplyw treningu).

Na stronie 5 Autorka podaje informacje: ,NADH jest syntetyzowany w cytoplazmie,

mitochondriach i jadrze komorkowym, ale jego utlenianie zachodzi tylko w mitochondriach”, co nie jest



prawda, gdyz NADH w warunkach anaerobowych ulega utlenieniu w reakcji redukcji pirogronianu do
mleczanu, a reakcja ta ulega intensyfikacji m.in. po przekroczeniu progu mleczanowego
w stopniowanym tescie wysitkowym zastosowanym przez Autorke. I dalej na stronie 5 Autorka
napisata: ,NAD*/NADH bedac donorem i akceptorem jonéw wodorowych ....”, podczas gdy to NAD*
jest akceptorem, natomiast NADH jest donorem elektrondw i jonu wodorowego. Czy tez na stronie 10:
,»aby czasteczki NAD" i NADH mogly si¢ utlenia¢ i redukowa¢” — tutaj procesy powinny by¢
wymienione w odwrotnej kolejnosci, to NAD" ulega redukcji, a NADH utlenieniu. Podobny btad
pojawia sie rowniez w publikacji 3, gdzie Autorka wskazuje, ze NAD" to forma zredukowana, a NADH
to forma utleniona (strona 2). Te reakcje nie powinny by¢ mylone, poniewaz stanowia podstawe
utleniania biologicznego i jednoczesnie podstawe podjetego tematu. Wymieniajac zrédla NADH,
oprécz glikolizy i cyklu Krebsa nalezalo rdwniez wskaza¢ reakcje utleniania hydroksyacylo-CoA
w procesie P-oksydacji. Uwazam, ze jak na krotki, 13-stronnicowy autoreferat to dosy¢é duzo
niedociagnig¢.

Pomimo kilku krytycznych uwag, doktadna analiza tresci publikacji daje podstawg do wysokiej
oceny pracy doktorskiej mgr Olgi Bugaj. Uzyskane wyniki poszerzaja wiedze z zakresu nauk o kulturze
fizycznej, majg rowniez charakter aplikacyjny. Uzyskane wyniki wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania
nieinwazyjnej metody FMSF jako badania posrednio oceniajgcego zmiany metabolizmu NAD*/NADH
indukowane wysitkiem fizycznym oraz treningiem u sportowcdw, ale takze w ocenie zmian w obrgbie
mikrokrgzenia oraz funkcji komorek srodbtonka, co moze by¢ réwniez pomocne w badaniu efektéw
terapii oraz treningu zdrowotnego. Wskazane byloby kontynuowanie badan z rozszerzeniem zakresu

analiz wlgcznie z rdwnoczesng oceng metabolizmu mitochondriow w biopsjach tkankowych.

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska speinia warunki okreslone Ustawg
z dnia 20.07.2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, w zwigzku tym wnosz¢ do Rady Naukowe;j
Akademii Wychowania Fizycznego w Poznaniu wniosek o przeprowadzenie dalszych etapow
postgpowania i nadanie mgr Oldze Bugaj stopnia doktora w dyscyplinie nauk o kulturze fizycznej.

Jednoczesnie biorgc pod uwage innowacyjny charakter badan wnosze o wyrdznienie ocenianej pracy.
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