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RECENJZA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
lek. wet. Michal Metyk
pod tytulem

,» Wplyw treningu na stezenie homocysteiny i rownowage prooksydacyjno-oksydacyjna u koni

skokowych”

Przedstawiona do recenzji praca powstala w Zakladzie Chordb Wewnetrznych Zwierzat
Gospodarskich i Koni Katedry i Kliniki Choréb Wewnetrznych Zwierzat Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie pod opieka promotora dr. hab.
Marcina Golynskiego, profesora UMK w Toruniu.

Niniejsza recenzja zostala wykonana na podstawie Uchwaty Rady Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z dnia 30.06.2022.

Rozprawa doktorska lek. wet. Michala Metyka jest poswigcona ocenie stezenia
homocysteiny oraz okre$leniu relacji pomigdzy homocyteing a wskaznikami réwnowagi
prooksydacyjno-antyoksydacyjnej u koni skokowych podczas treningu o r6znym nasileniu.
Jako hipoteze¢ badawczg przyjeto, ze pomiar stezenia homocysteiny we krwi koni skokowych
moze by¢ pomocny w ocenie stopnia ich wytrenowania.

Wiadomo, Zze homocysteina bierze udzial w procesie proliferacji limfocytow, komérek
srodbtonka i migsni gladkich, a przez to wplywa na funkcje oraz strukture ukladu sercowo-
naczyniowego. Jednak wykorzystanie homocysteiny jako biomarkera chordb u ludzi i zwierzat
Jest zgodnie z aktualng wiedzg praktycznie niemozliwe, nie tylko ze wzgledu na znaczne
roznice migdzygatunkowe, ale takze przez brak badan z tego zakresu.

Dlatego wiedza na temat roli homocysteiny w patogenezie choréb u koni jest
ograniczona. Dotychczas nie zostaly nawet ustalone norm y stezenia tego aminokwasu we krwi
u tego gatunku. Istniejg jednak przestanki literaturowe wskazujace na przydatnos$¢ oceny tego
parametru u koni jako potencjalnego markera chordb.

Omawiana rozprawa doktorska ma tradycyjna forme manuskryptu z typowym dla tego
typu prac ukladem rozdziatéw. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze praca zostata bardzo dobrze
napisana pod wzgledem jezykowym. Wstep opierajacy sie na wlasciwie i logicznie dobranym
pismiennictwie zawiera informacje na temat roli homocysteiny i stresu oksydacyjnego, ich roli



W patogenezie wybranych choréb cztowieka i zwierzat, w tym koni, z uwzglednieniem aspektu
wysitku fizycznego. Wstep zawiera takze informacje dotyczace zastosowania pomiaru
chemiluminescencji w ocenie metabolizmu tlenowego u koni.

W mojej opinii brakuje we wstepie aktualnych danych na temat fizjologii wysitku u
konia. W szczeg6lnosci przydatnosci badari wysitkowych i oznaczania stezer poszczegdlnych
wskaznikéw we krwi koni wyscigowych i sportowych, w tym réznic w ich interpretaciji
pomiedzy kofmi trenowanymi do réznych konkurencji. Zwhaszcza, ze parametry jak kwas
mlekowy czy kinaza kreatynowa byty oznaczane w ocenianej pracy. Czesé z tych informacji
jest za to zawarta w dyskusji.

Celem pracy byla ocena stezenia homocysteiny we krwi oraz proba okreslenia relacji
pomiedzy homocyteing a wskaznikami réwnowagi prooksydac){ino-antyoksydacyjnej u koni
podczas treningu skokowego o réznym nasileniu. Przyjete zostato zatozenie, Ze pomiar stezenia
homocysteiny we krwi moze by¢ pomocny w ocenie stopnia wytrenowania koni skokowych.

Badania zostaty wykonane na 22 koniach rasy polski kon sportowy, trenowanych do
skokéw, roznej plei, w réznym wieku i stopniu wytrenowania. Zwierzeta znajdowaly sie¢ w
kilku osrodkach, ale byty utrzymywane i karmione w podobny sposéb. Zwierzeta podzielono
na trzy grupy ze wzgledu na stopien wytrenowania, co w naturalny spos6b ma przelozenie na
wiek koni. Sposéb zakwalifikowania i wykluczenia zwierzat z badan byt wlasciwy.

Doktorant doktadnie opisat schemat trenin gu dla poszczeg6linych grup. Dhugoséé trwania
i intensywnosé treningu dostosowane do stopnia wytrenowania koni znacznie si¢ roznity.

W opisie grupy trzeciej znajduja sie bledy literowe. Drobng pomytka jest wymienienie
8 zwierzat w grupie liczacej Igcznie 7 koni. Natomiast watpliwosci budzi opis fazy
intensywnego wysitku dla tej grupy. Czterdziesci skokdw przez przeszkody o wysokodci 140
cm, w czasie 20 minut jest praktycznie niemozliwe do wykonania. Oznacza to skok, co okoto
30 sekund. Prawdopodobnie jest to omylka pisarska i bylo to 20 skokéw w 20 Iub 40 minut.
Ponadto brakuje tutaj informacji o tym, w jaki sposéb byly ustawione przeszkody. Czy byt to
parkur zmuszajacy konie do zmiany kierunku ruchu i najazdéw na przeszkody, a przez to
generujacy wiekszy wysitek, czy kilka przeszkéd ustawionych np. dokota ujezdzalni?

W moim odczuciu w rozdziale materiaty i metody przydatna byta by tabela zawierajaca
zbiorcze dane wszystkich koni biorgcych udziat w badaniu.

Metody zostaty dobrane  wiasciwie, Stezenie  homocysteiny  oznaczano
immunochemicznie, w zautomatyzowany sposéb za pomoca komercyjnego zestawu do
ilosciowego pomiaru tego parametru. Jest to metoda uzywana w medycynie ludzkiej, a takze w
weterynarii. Do oceny aktywnosci wolnorodnikowej granulocytéw obojetnochlonnych uzyta
zostala sprawdzona metoda jaka jest chemiluminescencja krwi pehe;. Szkoda, ze Doktorant
nie wykorzystat okazji i nie wykonat jednoczesnie oznaczen za pomocg testu czynnosciowego
oceniajgcego wybuch tlenowy wykonywanego jako analiza cytometryczna, tzw. BurstTestu czy
oznaczen np. z uzyciem zestawu CellROX. Byloby to dodatkowym atutem pracy oraz utatwito
poréwnanie wynikéw z publikacjami innych autoréw. Catkowity status oksyd acyjny, stezenie
tyroksyny, parametry morfologiczne i biochemiczne krwi zbadano z uzyciem komercyjnych
zestawow i urzadzen.

Badanie kliniczne wykonywano przed i bezposrednio po treningu. Dokifadny pomiar
tetna tuz po zakoficzeniu treningu u czeci koni jest utrudniony lub wrecz niemozliwy. Wymaga
czasem uspokojenia si¢ zwierzecia, a przez to ma wplyw na uzyskiwane wyniki, Bardziej
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zasadne do oceny tetna byloby zastosowanie monitora pracy serca i pomiar tetna
maksymalnego w czasie treningu. Jednak zastosowany przez Doktoranta pieciokrotny pomiar
liczby oddech6w i tetna oraz odrzucenie wartosci skrajnych nalezy uzna¢ za wiasciwy sposéb
badania w sytuacji braku urzadzen elektronicznych.

Natomiast trzykrotne pobranie materialu do badan (krwi pelnej) przed treningiem,
bezposrednio po oraz po 30 minutowym odpoczynku powinno zosta¢ uzupehiony o kolejne,
czwarte pobranie krwi okolo czterech godzin po treningu. Jest to konieczne do pelnej oceny
zmian aktywnosci kinazy kreatynowej (CK), Jednego z podstawowych parametrow uzywanego
w badaniach wysitkowych.

Analizg statystyczng wynikéw przeprowadzono z zastosowaniem odpowiednich testow.

Pewne zastrzezenia w mojej opinii budzi sposob prezentacji danych. Na wszystkich
wykresach brakuje oznaczen istotnosci statystycznej, co utrudnia odbi6r i interpretacje
wynikow. Natomiast wykresy przedstawiajace dane za pomocg mediany i zakresu powinny
zawiera¢ wyniki wszystkich trzech grup dla kazdego z prezentowanych parametréw, a nie tylko
te, ktore roznig sie statystycznie. Przekladowo ryciny 3 i 4 powinny by¢ polgczone, podobnie
Jjak 6 i 7 oraz kolejne.

W analizie statystycznej wynikéw uzyskanych w analizie chemiluminescencji krwi
pelnej po stymulacji opsonizowanym zymosanem obliczono odsetek zwierzat reagujacych
dodatnio na stymulacje. Jest to jeden ze sposobow prezentacji wynikow, zwlaszcza w
przypadku wskaznikow na ktérych wartosé ogromny wplyw maja roznice pomiedzy
osobnikami, jak ma to miejsce w badaniach wysitkowych u koni. Jednak, by mozliwe bylo
wykazanie istotnych statystycznie réznic pomiedzy grupami z zastosowanie tego sposobu, to
wielko$¢ grup powinna wynosi¢ minimum 20-30 osobnikéw. W przypadku grup mniejszych, a
zwlaszcza liczacych po 7-8 zwierzat, jak w przeprowadzonych badaniach analiza statystyczna
Jest bezcelowa, poniewaz moc testu bedzie zerowa. Dlatego wnioski wyciagnigte z analizy tych
danych w rozdziale 8.2, ich oméwienie w dyskusji na stronach 58-59 oraz wniosek czwarty nie
majg uzasadnienia w otrzymanych wynikach.

Sposéb  przedstawienia wynikéw oznaczen parametréw hematologicznych jest
niespéjny. Rozdzialy 11.5 i 11.6 przedstawiaja wyniki analizy odsetka neutrofiléw i
limfocytow, a powinny zostaé podane jako liczby bezwzgledne, z ewentualnym dodaniem
odsetka jako informacji uzupelniajacej. Podobnie powinny zostaé przedstawione dane w tabeli
6, ktéra przedstawia parametry hematologiczne z podaniem liczb, za wyjatkiem neutrofilow i
limfocytéw podanych jako odsetek.

W przeprowadzonych badaniach st¢zenie kinazy kreatynowej wzrosto po wysilku u
koni we wszystkich grupach, w tym u koni w grupie pierwszej ponad dwukrotnie. Nie
stwierdzono jednak wzrostu istotnego statystycznie. Prawdopodobnie wynika to z przyjetej
metodyki badan i pobrania krwi jedynie 30 minut po treningu, podczas gdy stezenie kinazy
kreatynowej wyraznie rosnie do 2-4 godzin po zakonczeniu wysitku. Wskazane byloby
omowienie tego aspektu w dyskusji.

Najwigcej moich watpliwosci budza wnioski. Tylko wniosek 2 i 6 nie wymagaja
korekty. Sposob sformutowania wniosku pierwszego moze sugerowaé, ze podane wartogci sa
swoistg normg stezenia catkowitej homocysteiny w surowicy koni. Wniosek trzeci nie ma
uzasadnienia w uzyskanych wynikach, poniewaz nie badano mechanizméw regulujacych
powysitkowe stgzenie homocysteiny. Podobnie wniosek piaty zawiera sformulowanie
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wynikajgce z wiedzy ogblnej, a nie uzyskanych wynikéw. Nie wykazano takze istotnego
statystycznie wzrostu odsetka koni skokowych na dzialanie reaktywnych form tlenu, co wynika
z tresci wniosku czwartego.

takze aplikacyjne zastosowanie uzyskanych wynikéw, z doborem metod laboratoryjnych
ewentualnie pozwalajacych na bezposrednie zastosowanie uzyskach wynikéw badaf w
praktyce. Podjecie takiego wyzwania $wiadezy o odwadze naukowej Doktoranta i gotowosci
do podejmowania wyzwan.
Zawarte w recenzji uwagi nie maja wplywu na koficows ocene przedstawionej do
recenzji rozprawy doktorskiej. Sugeruje Jednak, by je uwzglednié przy publikacji wynik6w.
Podsumowujgc stwierdzam, ze recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska

stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki Dz U z
2003 r., nr 65, poz. 595 z péZniejszymi zmianami) i art. 179 ust. 3 Ustawy z dnia 3 lipca 2018
r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie Wyzszym i nauce (Dz. U. z 30
sierpnia 2018 r. poz. 1669). W zwiazku z Powyzszym whnioskuje o dopuszczenie pana lek. wet,

Michata Metyka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
ucgan Witkowski \
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