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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Zurek pt "Wplyw alfa-ketoglutaranu na
osteogeneze w modelach osteoblastow in vitro” (The influence of alpha-ketoglutarate on
osteogenesis in osteoblast models in vitro) wykonana pod kierunkiem pani dr hab.
Barbary Zdzisinskiej i Promotora pomocniczego pani dr Magdaleny Mizerskiej-
Kowalskiej w Zakladzie Wirusologii i Immunologii Instytutu Mikrobiologii
i Biotechnologii Wydzialu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-

Sklodowskiej (UMCS) w Lublinie.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Aleksandry Zurek zostata napisana
w jezyku polskim i przedstawiona do recenzji w postaci wydruku komputerowego na 191
stron formatu A4. Uklad dysertacji jest tradycyjny i zawiera spis tresci, wykaz stosowanych
skrotow, wstep, cel pracy, materialy, metody, wyniki, oméwienie i dyskusje, wnioski,
streszczenie w jezyku angielskim, wykaz pismiennictwa, spis rysunkow i spis wykresow.
Rozprawa zawiera 32 rysunki, 42 wykresy 1 306 pozycji pismiennictwa w wigkszosci
anglojezyczne z czego ponad potowa pochodzi z ostatnich 10 lat. Szata graficzna jest
staranna i estetyczna. Praca jest napisana poprawnym jezykiem i zrozumiale.

Autorka w klarowny sposob wprowadzila czytelnika w tematyke badawcza we wstepie
obejmujacym 42 strony. ktory zostal podzielony na szes¢ podrozdziatow. We wprowadzeniu
liczacym 2,5 strony Autora zamiescita ogélny zarys charakteryzujacy tkanke kostna jako
bardzo aktywna metabolicznie tkankg, w ktorej zachodza nieustannie intensywne
zrébwnowazone procesy resorpcji i odnowy warunkujace utrzymanie jej odpowiedniej masy
i struktury w okresie calego zycia. Podkreslita fakt, ze wraz ze starzeniem si¢ organizmu oraz

w wyniku réznych choréb rownowaga metaboliczna kosci ulega zaburzeniu, a procesy



resorpcji zaczynaja dominowac nad procesami odnowy, co prowadzi to do postepujacej utraty
masy kostnej 1 powstawania osteopenii i osteoporozy.

Jak slusznie zauwaza autorka osteoporoza dotyka nie tylko kobiety po menopauzie ale
zardwno kobiet i me¢zczyzn po 65 roku zycia, zas jej nastgpstwem jest ryzyko wystgpowania
groznych ztaman, ktore sg trudne w leczeniu i charakteryzuja si¢ dlugim czasem gojenia, co

wprowadza dyskomfort zycia osob dotknigtych ta jednostka chorobowa.

Autorka podkresla istniejace obecnie problemy w leczeniu osteoporozy wynikajace
z braku skutecznych 1 zarazem bezpiecznych preparatéw leczniczych, ktére by miaty na celu
zahamowanie proces resorpcji i stymulacj¢ procesoéw odnowy tkanki kostnej. Autorka
zainteresowala si¢ alfa-ketoglutaranen (AKG) jako potencjalny zwigzek do zastosowania
w profilaktyce i leczeniu choréb metabolicznych tkanki kostnej. Wskazuje na wlasciwosci
tego zwiazku jako naturalnie wystepujacy w organizmie metabolit posredni cyklu Krebsa,
ktérego plejotropowa aktywnos¢ zostala szeroko udokumentowana. Przytacza liczne funkcje
przypisane AKG, a wsrod nich uczestnictwo w metabolizmie biatkowym, regulacja funkcji
enzyméw dioksygenaz AKG-zaleznych, stymulacja biosyntezy kolagenu typu I, wplyw na
wzrost, proliferacje i réznicowanie réznych komorek organizmu, dzialanie antyoksydacyjne,
immunomodulacyjne oraz przeciwnowotworowe.

Zainspirowana wynikami licznych badan in vivo innych autorow, ktore wykazaly
pozytywny wplyw doustnej suplementacji AKG na proces mineralizacji macierzy kostnej
i sugerujacych jego anaboliczne dzialanie na t¢ tkank¢ o nieznanym jeszcze sposobie
dziatania, Autorka postanowita dociec mechanizméw bedacych u podstaw tych zjawisk na
poziomie komorkowym.

W kolejnych podrozdziatach Autorka przytacza szczegélowe informacje nt. budowy
1 funkcji tkanki kostnej, procesu osteogenezy, procesu przebudowy tkanki Kkostnej,
powstawaniu 1 funkcji biologicznej AKG oraz zastosowania egzogennego AKG jako
suplement. Rozlegly zakres informacji zawarte w tym obszernym rozdziale pozwalaja
czytelnikowi wigza¢ w jedng calos¢ skomplikowang sie¢ =zaleznosci strukturalnych
i czynnosciowych bedacymi podstawa do prawidlowego dzialania tkanki kostnej oraz
obrazuje hipotetyczne punkty zaczepu dziatania wybranego przez Autorke zwiazku -
~AKG”. Rozdzial ten zawiera aktualne dane z S$wiatowej literatury biomedycznej, co

swiadczy o duzej wiedzy Doktorantki i umiej¢tnosci doboru materialu do opisanych

zagadnien.



W rozdziale IIT ,,Cel pracy”, na podstawie danych literaturowych Autorka postawita
hipotez¢ badawezg, wynikajgcg z omowionego we wstepie stanu wiedzy w tej dziedzinie, ze
AKG moze wybiera¢ bezposrednie dziatanie na osteoblasty jako komorki odpowiedzialne za
proces kosciotworzenia i jako cel zalozyta badanie wplywu AKG na aktywno$¢ osteogenna
osteoblastow w warunkach in vitro. Do osiagnigcia zamierzonego celu zaplanowata szesciu
zadan badawczych na trzech modelach osteoblastow przy uzyciu hodowli linii prawidiowych
komorek ludzkich (hFOB 1.19), hodowli linii prawidlowych komérek mysich (MC3T3-E1)

i hodowli linii nowotworowych komorek ludzkich (Saos-2).

Rozdzial IV. ,Materialy, zostal opisany przez Autorke jako odrebny rozdziat
i zamiescila szczegdlowy opis uzytych materialow obejmujacy 11 stron zawierajacy az 11
kategorii. Rozdzial V. ,Metody” rowniez opracowany zostal jako odrebna czes¢. Metody
badan zostaly bardzo obszernie opisane na 22 stronach i zabiera 10 procedur. Szczegélowe
przedstawienie procedur metodycznych z latwoscia pozwoli osobie bieglej w technikach
biologii molekularnej i technik mikroskopowych bez trudu odtworzyé badania. Do analizy
statystycznej istotnosci wynikéw stosowano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji i testu

Dunett’a.

Rozdzial VI. ,,Wyniki” Autorka przedstawila na 61 stron zabierajacych graficzne
przedstawienie uzyskanych w badaniach wynikéw w 42 rycinach. Badajac wplywu NaAKG
na proliferacje i zywotnos¢ osteoblastow w testach MTT i BrdU oraz LDH i NR Autorka
stwierdzila, ze st¢zenia od 2,5 do 10 mM i odpowiednio, od 2,5 do 25mM nie wplywaja na
badane cechy. Natomiast ekspozycje 96 i 24 godzinne w zakresie stezen NaAKG 25
i odpowiednio, 50 do 200 mM istotnie hamowaly proliferacje i zywotno$¢ badanych linii
osteblastow. Wyniki te postuzyly Autorce do wytypowania odpowiednich stezen roztwordw
NaAKG (5, 10, 25 mM) do okreslenia wplywu zwiazku na réznicowanie osteoblastow.
Autorka postugujgc sie¢ technikami qRT-PCR wykazala, ze zastosowane stezenia NaAKG,
powodowaly istotny wzrost ekspresje genu ALPL, COL1A1, IBSP, SPP1 i BGLAP
w badanych liniach komorkowych. Wykazala réwniez, ze NaAKG proporcjonalnie do
zastosowanego stezenia istotnie zwigkszal aktywnos¢ ALP i zawartos¢ COL1, BSPII, OP
i OCN w komoérkach linii hFOB 1.19 i MC3T3-El oraz istotnie zmniejszal aktywnosé
badanych markeréw po réznym okresie (6, 9, 12 i 15 dniach) inkubacji w hodowli linii

komorek Saos-2. Dodatkowo, zmiany ALP Autorka zobrazowata barwieniem komérek in situ



z wykorzystaniem substratu (BCIP-NBT) dla enzymu i przedstawiala odpowiednie
mikrofotografie z mikroskopu $wietlnego.

W kolejnym etapie badan Autorka okreslita wplyw NaAKG na poziom mineralizacji
macierzy kostnej, wytwarzanej przez osteoblasty podczas ich réznicowania. W celu oceny
zmian w poziomie mineralizacji wykonata barwienia hodowli czerwienia alizarowa
1 dokumentacj¢ mikro i makro zdjeciami preparatéw, a nastepnie dokonala ekstrakcje
zwigzanego barwnika z hodowli do oznaczenia gestosci optycznej alizaryny. W tej czesci
badan Autorka uzyskata istotnie wyzsze stopien mineralizacji macierzy kostnej wytworzonej
przez osteoblasty linii hFOB1.19 i MC3T3-E1 oraz nizszy stopien w linii Saos-2, ktére byty
zalezne od stezenia NaAKG i czasu inkubacji.

Ze wzgledu na fakt, ze w badaniach roznicowania osteoblastow, we wszystkich
uzywanych liniach komérkowych NaAKG zwigkszatl ekspresje genow kodujacych wezesne
i pozne markery réznicowania oraz zwigkszal wytwarzania tych markeréow na poziomie
biatka za wyjatkiem komérek linii nowotworowej Saos-2, w ktérych zmniejszal poziom
mineralizacji tworzonej przez nie macierzy zewnatrzkomorkowej Autorka postanowila
sprawdzi¢ czy taki efekt nie jest konsekwencja indukcji przez NaAKG procesu apoptozy badz
nekrozy w tej linii komorek. Istotnie, w tych badaniach Autorka wykazata istotny
statystycznie wzrost ilosci komorek apoptotycznych w hodowlach inkubowanych przez 72
godziny z NaAKG w stezeniu 10 i 25, ktory jednak nie byl bliski poziomu apoptozy
indukowanej z 0,1 mM 5-fluorouracylem na tej samej linii komérek. Natomiast nekrozy nie
stwierdzila. Zaciekawiona tym odkryciem postanawia poglebi¢ badania w zakresie
hamowania migracji komoérek nowotworowej za pomoca NaAKG jako wyzwalacza procesu
apoptozy w komorkach neoplasmatycznych i przeprowadzila w tym celu test rysy
i stwierdzila istotne zahamowanie migracji komérek osteosarcoma zaleznie od stezenia.
W dalszych rozwazaniach Autorka postanowila zbada¢ obecnos$é¢ receptora GPR80/99
w osteoblastach, ktérego AKG jest ligandem. Zbadata ekspresje genu OXGRI1 i okreglita
obecnos¢ biatka GPR80/99 w osteoblastach trzech linii komérkowych oraz modelowe;j linii
komorek rak ptuc A549. Stwierdzila ekspresje genu OXGRI1 na podobnym poziomie co
w linii A549. Jednakze, w badaniach western blotting wykazata, ze poziom biatka GPR80/99
w komoérkach mysich linii MC3T3-E1 jest nizszy od kontroli o 48%. Ponadto, Autorka
postanowila zbada¢ aktywacje tegoz biatka poprzez umozliwienie wiazanie z ligandem.
W tym celu uzyla NaAKG i AKG i stwierdzila wzrost poziomu aktywacji w zakresie stezen
od 0,01 do 10mM w modelowych komérkach A549 zas, w linii hFOB 1.19 i Saos-2

aktywacje¢ receptora stwierdzita tylko przy wyzszych stezeniach kwasu alfa-ketoglutarowego



(1110 mM) a linia MC3T3-E1l od stezenia 0,5 mM, natomiast NAAKG nie aktywowatl
GPR80/99.

Nalezy podkresli¢, ze prezentowane w rozdziale ,,Wyniki” mikrofotografie i ryciny
potwierdzaja, ze Autorka bardzo dobrze opanowala warsztat 1 swobodnie posluguje sie
wieloma nowoczesnymi technikami badawczymi.

W rozdziale Dyskusja, przeprowadzonej na 18 stronach, Autorka skonfrontowata
swoje wyniki z wynikami uzyskanymi przez innych autorow i w jasny sposob
wyeksponowala oryginalne wyniki, co dowodzi dobrego opanowania warsztatu pisarskiego
1 oczytania, umiejgtnosci kierowania logicznym wywodem i celnego dobierania argumentow
z literatury. Na podstawie uzyskanych wynikéw Autorka sformutowal 8 wnioskow
koncowych podkreslajacych nowopoznane wlasciwosci AKG w badaniach in vitro oraz
postuluje przydatnosci AKG w profilaktyce i leczeniu chorob przebiegajacych z utratg tkanki
kostnej takich jak osteopenia i osteoporoza. Ponadto, sugeruje mozliwos¢ stosowania AKG
jako czynnik indukujacy apoptoz¢ oraz hamujacy proliferacje i migracje komorek
osteosarkomy.

Otrzymane wyniki pozwolily Autorce wykaza¢ podloze anabolicznego wplyw
egzogennego AKG na tkanke kostng zaobserwowany w licznych badaniach in vivo, a takze
postulowaé, ze moze on by¢ efektem bezposredniej stymulacji osteogenezy przez ten
zwigzek. Bardzo waznym elementem prowadzonych przez Autorke badan jest opisanie po raz
pierwszy wystepowanie receptora GPR80/99 w osteoblastach i wykazanie jego
funkcjonalnos¢. Odkrycia te stanowig podwaliny do dalszych badan nad rola tego receptora
w fizjologii i fizjopatologii osteoblastow.

7 obowiazku recenzenta pragne¢ zwrdci¢ uwage na drobne uchybienia edytorskie
zauwazone przez mnie podczas czytania rozprawy, ktoére powinny zosta¢ poprawione przy
oddaniu pracy do druku. Dotyczy to stosowanie przez Autorke w calej pracy okreslenia
»Rys.” 1 ,,Wykres” zamiast ryciny (ryc.). Wedhlug ksiazki J. Weinera ,,Technika pisania
1 prezentowania przyrodniczych prac naukowych — przewodnik praktyczny” PWN, Warszawa
1998, rycing (ryc.) mozna nazwa¢ w pracy drukowanej wszystko poza tekstem i tabelami,
a wigc rysunek, wykres, schemat, ale takze fotografi¢ czy fragment zapisu (np. ekg, emg)
przygotowany do publikacji. Natomiast rysunek okresla to co jest narysowane, zarys lub
ksztalt czegos, a w sztukach plastycznych, przedstawianie brylowatosci cial oraz ich
polozenia w przestrzeni za pomoca linii.

Po mimo ogromnej starannosci autorki w opisaniu wynikow i graficznym

przedstawieniu zabraklo mi tabel w pracy. Zadaniem tabel jest przedstawienie wynikow



w postaci liczbowej, najczesciej w postaci wierszy i kolumn wartosci Srednich 1 odchylen
standardowych (SD) lub $rednich bledow standardowych (SEM), z podaniem liczebnosci
w grupach oraz istotnosci statystycznych. Tabela ma t¢ przewage nad wykresem, ze
precyzyjnie podaje wyniki. Ponadto, pozwoliloby to Autorce zmniejszy¢ objetos¢ pracy.

Brak jest w tekscie odnosnikéw dla rys. 7, 15, 16, 17, 20, 21, 24, 24 1 26.

Whiosek koncowy

Po dokladnym zapoznaniu sie z praca doktorska mgr Aleksandry Zurek uwazam, ze
Autorka pracy posiadla wymagang znajomos$¢ warsztatu metodycznego, potrafi te
umigjetnosei odpowiednio wykorzysta¢ w pracy eksperymentatorskiej, a otrzymane wyniki
logicznie zinterpretowaé. Praca dokumentuje w moim przekonaniu kilka waznych odkry¢
biologicznych, a uwagi krytyczne dotycza jedynie drobnych usterek redakcyjnych i nie
umniejszaja wysokiej wartosci naukowej dysertacji. Majac powyzsze na uwadze pragng
stwierdzié, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Aleksandry Zurek
»pt "Wplyw alfa-ketoglutaranu na osteogeneze¢ w modelach osteoblastow in vitro” (The
influence of alpha-ketoglutarate on osteogenesis in osteoblast models in vitro)” w pelni
odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003r.
,»O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki”
i wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii
Curie-Sklodowskiej (UMCS) w Lublinie wniosek o dopuszczenie mgr Aleksandry Zurek

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, majac na uwadze wysoki poziom merytoryczny oraz nowatorski charakter

recenzowanej dysertacji wnioskuj¢ o jej wyrdoznienie stosowna nagroda.

Dr hab. Jose Luis Valverde Piedra, prof. nadz. UP.



