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Choroby metaboliczne kosci, w tym szczegdlnie osteoporoza ze wzgledu na
wydtuzenie Sredniej ditugosci zycia w populacji, stata sie bardzo powaznym, wcigz
narastajgcym problemem medycznym, spotecznym i ekonomicznym. Jest to choroba
bardzo czesta, szczegdlnie w grupie oséb w wieku podesztym. Szacuje sie, ze

dotyczy ona co trzeciej kobiety w okresie pomenopauzalnym, a ryzyko wystapienia



ztamania kosci w jej przebiegu u kobiet 50-letnich wynosi do korica zycia okoto 40%,
natomiast u mezczyzn okoto 13-22%. Z uwagi na powolny, podstepny, najczesciej
bezobjawowy przebieg i bardzo duze rozpowszechnienie osteoporoza nazywana jest
,cichym ztodziejem kosci” lub ,cichg epidemia”.

Osteoporoza jest wynikiem przewagi niszczenia nad tworzeniem tkanki kostnej, co
prowadzi do zmniejszenia masy kosci beleczkowej i korowej bez zaburzenia ich
mineralizacji.

Wedtug obecnie obowigzujgcej definicji osteoporozy z 2001 r., opracowanej przez
Narodowe Instytuty Zdrowia (NIH) i Narodowa Fundacje Osteoporozy (NOF) USA,
postrzegamy ja dzisiaj jako chorobe szkieletu charakteryzujaca sie obnizeniem
wytrzymatosci kosci, ktéra prowadzi do zwiekszenia ryzyka ztaman. W definicji tej
zwrocono uwage, ze istotg osteoporozy sa ztamania kosci, wystepujgce nawet po
niewielkim urazie, czyli tzw. ztamania niskoenergetyczne. Nie wystepuja one u
zdrowych ludzi po upadku z wysokosci wiasnych bioder. Typowe ztamania
osteoporotyczne dotycza trzonéw kregowych, dalszej czesci kosci przedramienia i
szyjki kosci udowej. Osteoporoza i jej nastepstwa, czyli ztamania kosci czesto niosa
za sobg bardzo powazne konsekwencje, ze zgonem chorego wiacznie. Sg ponadto
przyczyng przewlektego bélu, zanikow miesniowych, unieruchomienia, powstawania
odlezyn i zatorowosci ptucnej. Osteoporoza moze prowadzi¢ do trwatej utraty
sprawnosci fizycznej i samodzielnosci, czasem do trwatego inwalidztwa oraz
znacznego pogorszenia jakosci zycia chorych. Poza konsekwencjami zdrowotnymi,
ztamania osteoporotyczne generujg znaczne koszty opieki i leczenia. Dlatego bardzo
wazne jest wczesne rozpoznanie tej choroby i jej prawidiowe leczenie.

Zasadniczym celem leczenia osteoporozy jest zapobieganie ztamaniom Kkosci
oraz powiktaniom, ktore sg ich nastepstwem. Cel ten mozna osiggnac¢ wptywajac na
podstawowe procesy zachodzace podczas przebudowy tkanki kostnej, tj. resorpcje
i/lub tworzenie kosci. Poza optymalng, zbilansowang dietq z dostateczng podaza
wapnia i witaminy D, stosowaniem preparatéw wapnia i witaminy D (cholekacyferolu)
lub jej analogéw (alfakalcydol, kalcytriol), w leczeniu osteoporozy stosujemy leki
przeciwosteoporotyczne, ktére poprawiajg przede wszystkim jakos¢ kosci,
zwiekszajac jej wytrzymato$¢ mechaniczna.

Na przebudowe tkanki kostnej mozna wptywac stosujac leki hamujace resorpcje lub
stymulujgce tworzenie tkanki kostnej. W Polsce sg zarejestrowane i rekomendowane

do leczenia osteoporozy leki antyresorpcyjne takie jak: bisfosfoniany, denosumab,



selektywne modulatory receptora estrogenowego (raloksyfen) i kalcytonina, ponadto
parathormon, jako jedyny nalezacy do lekéw pobudzajacych kosciotworzenie oraz
leki dziatajgce na oba te procesy (ranelinian strontu).

Mimo dostepnosci na rynku dos¢ szerokiego wachlarza lekow
przeciwosteoporotycznych, lekarze niejednokrotnie staja przed trudnym wyborem
najbardziej wtasciwego leku, ktéry byitby skuteczny, a jednoczes$nie bezpieczny dla
chorego. Jak wiadomo leczenie osteoporozy jest leczeniem przewlekltym, a
diugotrwate stosowanie lekoéw przeciwosteoporotycznych niesie ze sobg ryzyko
wystgpienia réznych dziatan niepozgadanych. W przypadku najczesciej stosowanej
grupy bisfosfonianéw zazwyczaj sg to objawy nietolerancji ze strony przewodu
pokarmowego lub dolegliwosci boélowe dotyczace ukiadu kostno-miesniowo-
stawowego, ale zdarzajg sie tez nietypowe ztamania podkretarzowe oraz martwica
zuchwy. Ponadto niektére leki stosowane w leczeniu osteoporozy zwiekszajg ryzyko
rozwoju choréb nowotworowych. Z tego powodu szeroko stosowana przed laty w
leczeniu osteoporozy pomenopauzalnej u kobiet hormonalna terapia zastepcza
obecnie nie jest zalecana zaréwno w profilaktyce jak i leczeniu osteoporozy z uwagi
na niekorzystne dziatania pozaszkieletowe (zwiekszone ryzyko wystapienia raka
piersi i macicy). Réwniez kalcytonina nie jest aktualnie stosowana w leczeniu
osteoporozy, m.in. dlatego, iz wykazano istotny zwigzek miedzy dtugotrwatg terapig
tym hormonem i zwiekszonym ryzykiem zachorowania na nowotwory. Z kolei czas
leczenia lekiem o dziataniu anabolicznym na kosci, terypartydem, ktory jest
rekombinowanym parathormonem powinien by¢ ograniczony do 18 miesiecy z uwagi
na potencjalne ryzyko rozwoju nowotworu kosci.

Alfa-ketoglutaran to substancja pochodzenia endogennego, ktéra od lat jest
przedmiotem zainteresowania wielu badaczy. Badania nad aktywnoscig biologiczng
egzogennego alfa-ketoglutaranu toczg sie na wielu ptaszczyznach, m.in. dotycza
jego wptywu na metabolizm biatkowy i synteze biatek tkanki miesniowej w stanach
wzmozonego katabolizmu, jego wiasciwosci antyoksydacyjnych,
immunomodulujgcych oraz jego potencjalnego dziatania przeciwnowotworowego.
Uwaza sig, ze  alfa-ketoglutaran dziata  synergistycznie z lekami
przeciwnowotworowymi, a jednoczesnie, co bardzo istotne, chroni prawidlowe
komorki organizmu, co moze stanowi¢ podstawe jego zastosowania jako substancji

wspomagajacej dotychczas stosowane metody leczenia nowotworow.



Temat podjety przez Doktorantke doskonale wpisuje sie w obecny nurt

poszukiwan nowych substancji i lekéw, ktére z jednej strony wywieralyby korzystny
wptyw na metabolizm tkanki kostnej, a jednoczes$nie bylyby pozbawione niekorzystnych
dziatan niepozadanych, w tym indukujgcych rozwoj nowotwordow.
W kontekscie przedstawionych danych na temat mozliwych dziatarn pronowotworowych
wywotywanych przez dostepne dzisiaj leki stosowane w leczeniu osteoporozy, wybor
alfa-ketoglutaranu jako substancji badanej w przedstawionej pracy jest tym bardziej
uzasadniony. Jak wskazuja wczesniej przeprowadzone badania w warunkach in vivo,
alfa-ketoglutaran wywiera nie tylko anaboliczny wptyw na tkanke kostng poprzez udziat
w procesach biosyntezy kolagenu i mineralizacji kosci, ale dziata réwniez
antyproliferacyjnie. W oparciu o powyzsze fakty, podjeta przez Doktorantke
problematyka badawcza jest zagadnieniem niezwykle aktualnym i uzasadnionym,
majgcym zaréwno walory poznawcze, jak i aspekty aplikacyjne, istotne z punktu
widzenia praktyki lekarskie;.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma charakter eksperymentainy,
a wszystkie badania zostaty przeprowadzone w warunkach in vitro. Na uwage
zastuguje fakt, ze badania wykonane w ramach przedstawionej rozprawy doktorskiej
zostaly sfinansowane z grantu badawczego Opus 6 Narodowego Centrum Nauki
(Grant Nr 2013/11/B/NZ4/04557).

Dysertacja na stopieri naukowy doktora napisana przez mgr Aleksandre Zurek
stanowi obszerne monograficzne opracowanie liczace 191 stron wydruku
komputerowego, tgcznie z piSmiennictwem, spisem rysunkéw i spisem wykresow.
Uktad pracy jest typowy, obejmuje tgcznie 9 wyodrebnionych rozdziatow, kolejno:
Wykaz uzywanych skrétéw, Wstep, Cel pracy, Materiat, Metody, Wyniki, Oméwienie
wynikéw i dyskusja, Whnioski, Summary (streszczenie w jezyku angielskim). Nastepnie
Autorka zamiescita piSmiennictwo, spis rysunkéw i spis wykreséw, ktore zostatly
wyodrebnione jako oddzielne czesci dysertacji. W pracy zawarto 42 wykresy i 32
rysunki, ktore stanowig dokumentacje uzyskanych wynikéw badan.

Wykaz skrotow liczy 145 pozycji, utozonych alfabetycznie. Skroty majg
rozwiniecie w jezyku angielskim i sg przettumaczone na jezyk polski.

Rozdziat zatytutowany ,Wstep”, liczacy 43 strony, zostat podzielony na 6
podrozdziatéw. Kolejno Doktorantka zawarta w nim wprowadzenie, w ktorym zwiezle
zasygnalizowata problem zaburzen metabolizmu tkanki kostnej i zawarta informacje o

substancji bedacej przedmiotem badan w przediozonej pracy doktorskiej, alfa-



ketoglutaranie, a nastepnie opisata budowe i funkcje tkanki kostnej, proces
osteogenezy i przebudowy tkanki kostnej, kolejno doktadnie scharakteryzowata proces
powstawania alfa-ketoglutaranu, jego biologiczne funkcje oraz zamiescita dane nt. alfa-
ketoglutaranu jako egzogennego suplementu. W tej czesci pracy Doktorantka umiescita
6 rycin, ktére znacznie utatwiajg czytelnikowi zrozumienie opisywanych zagadnien.
WWstep” jest obszernym i przejrzystym wprowadzeniem w problematyke zagadnien
podejmowanych w rozprawie doktorskiej. Stanowi on zwartg, ciekawg pracg pogladowa
o warto$ci edukacyjnej. ,Wstep” stanowi bardzo dobre wprowadzenie do
przedstawienia celu pracy.

W rozdziale ,Cel pracy” Doktorantka uzasadnita wybor tematu badan, ktérym
byta ocena wplywu suplementacji alfa-ketoglutaranem na aktywno$¢ osteogenng
osteoblastéw in vitro i przedstawita zadania badawcze stuzace weryfikacji postawione;j
hipotezy.

W nastepnych dwoéch rozdziatach zatytutowanych ,Materialy” i ,Metody” Autorka
przedstawita szczegotowg liste m.in. uzytych odczynnikéw, barwnikow, przeciwciat,
badanych linii komérkowych oraz szczegétowo opisata zastosowane metody badawcze
stuzgce do realizacji projektu. Doktorantka ocenita wptyw réznych stezen dwuwodnej
soli disodowej alfa-ketoglutaranu (NaAKG) na proliferacje (test MTT, test BrdU) i
zywotnosc¢ (test NR, test LDH) osteoblastéw. Nastepnie po wybraniu nietoksycznych
dla osteoblastow stezern NaAKG dokonata oceny procesu réznicowania tych komoérek,
oznaczajgc wczesne | poézne markery obrotu kostnego, bedace wskaznikami
kosciotworzenia, takie jak aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej w osteoblastach metodg
kolorymetryczng i barwienia in situ, poziom kolagenu typu | metodg Western blotting,
poziom sialoproteiny kostnej, osteopontyny i osteokalcyny metodg ELISA. Okreslita
tez wplyw NaAKG na ekspresje genow kodujgcych kolagen typu | (COL1A7),
fosfataze alkaliczng (ALPL), sialoproteine kostng (/BSP), osteokalcyne (BGLAP) oraz
osteopontyne (SPP1) w osteoblastach metodg tancuchowej reakcji polimerazy w
czasie rzeczywistym z odwrotng transkrypcjg (Real - Time qRT-PCR). Doktorantka
zbadata ponadto wptyw wybranych stezen NaAKG na proces mineralizacji macierzy
kostnej, okreslajagc poziom wapnia metodg barwienia czerwienig alizarynowa.
Dokonata réwniez oceny procesu apoptozy i nekrozy w komorkach ludzkiej linii
nowotworowej kostniakomiesaka (Saos-2) oraz oznaczyta stopien migracji tych
komoérek metodg rysy pod wplywem roéznych stezen NaAKG. Nastepnie mgr

Aleksandra Zurek przeprowadzita bardzo istotne z poznawczego punktu widzenia



badania dotyczace obecnosci receptora GPR80/99 w osteoblastach, dla ktérego
ligandem jest alfa-ketoglutaran, zbadata ekspresje genu kodujacego biatko
GPR80/99 (OXGR1) w tych komoérkach oraz dokonata oceny aktywacji receptora
GPR80/99 przez NaAKG i kwas alfa-ketoglutarowy za pomoca testu IP-one ELISA.
Zastosowanie tych wielu metod badawczych bylo uzasadnione do osiagniecia
zaplanowanego celu.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw badan zostata przeprowadzona
przy pomocy prawidtowo dobranych testéow statystycznych.

W rozdziale ,Wyniki” liczacym tgcznie 61 stron, zawierajacym umieszczone w
tekscie 42 wykresy i 32 kolorowe rysunki, Autorka przedstawita uzyskane wyniki
badan i ich analize statystyczng. Uzyskane wyniki dostarczajg wielu warto$ciowych
informacji, m.in. dotyczgcych hamujacego wptywu NaAKG w okreslonych stezeniach
na procesy proliferacji i zywotnosci prawidtowych preosteoblastéw ludzkich i mysich,
jak rowniez komorek nowotworowych kostniakomigsaka ludzkiego. Za bardzo istotne
uwazam wykazanie przez Doktorantke odmiennego wptywu NaAKG na markery
réznicowania osteoblastéow prawidtowych i komérek nowotworowych. Autorka na
podstawie przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzita rowniez odmienny wplyw
NaAKG na proces mineralizacji macierzy kostnej wytwarzanej przez osteoblasty
prawidtowe (wzrost mineralizacji) i komérki linii nowotworowej Saos-2 (wyrazne
zmniejszenie poziomu mineralizacji), co przedstawita na czytelnych, kolorowych
rysunkach. Waznym odkryciem dokonanym przez Autorke pracy bylo stwierdzenie,
ze badana substancja zaleznie od zastosowanego stezenia indukuje proces
apoptozy i nekrozy w komérkach nowotworowych kostniakomigesaka ludzkiego, a
ponadto hamuje migracje tych komérek. W mojej opinii jako recenzenta
przedstawionej pracy doktorskiej bardzo istotne z poznawczego punktu widzenia byto
wykrycie obecnosci receptora GPR80/99 we wszystkich trzech liniach badanych
osteoblastow, jego zroznicowanej ekspresji w tych komoérkach, jak réwniez
zwiekszonego poziomu jego aktywacji po zastosowaniu kwasu alfa-ketoglutarowego.
Zaskakujgca jest obserwacja zwigkszonej aktywacji receptora GPR80/99 w
komorkach wszystkich badanych linii pod wptywem kwasu alfa-ketoglutarowego, a
braku dziatania NaAKG.

Uzyskane wyniki oméwiono na 18 stronach. Rozdziat ,Omoéwienie wynikow i
dyskusja” Doktorantka rozpoczeta od opisania problemu osteoporozy i jej leczenia,

nastepnie zawarta informacje o alfa-ketoglutaranie, stosowanych w pracy metodach



badawczych i celu pracy. Te informacje byly juz wczeséniej przedstawione w rozdziatach
Wstep”, ,Cel pracy”, ,Materiat’ i ,Metody”. Wydaje sie, ze czytelnik z tatwoscig moze je
odnalezé w odpowiednich rozdziatach i powtarzanie tych informacji nie jest konieczne.
Nastepnie Autorka przedstawita wyniki badan wtasnych i oméwita je w oparciu o dane
literaturowe. Wyniki uzyskanych badan maja duze znaczenie poznawcze.
Na zakonczenie Doktorantka podata 8 wnioskow, ktore sformutowata prawidtowo.

W rozprawie doktorskiej zawarte jest streszczenie w jezyku angielskim,
natomiast nie ma streszczenia w jezyku polskim.

W pracy zacytowano 306 pozycji piSmiennictwa, ktore utozono alfabetycznie.
Uzyte piSmiennictwo jest aktualne, zawiera okoto 90 pozycji pochodzacych z lat 2010-
2016. Sa to publikacje w przewazajacej czesci anglojezyczne. Prace w jezyku polskim
to 14 pozyciji, ktorych autorami sg eksperci w zakresie chorob metabolicznych kosci w
Polsce.
Praca doktorska autorstwa mgr Aleksandry Zurek jest przygotowana bardzo starannie
pod wzgledem jezykowym i edytorskim. Doktorantka postuguje sie dobrg polszczyzna,
przez co czytanie pracy jest przyjemne. Przedstawiane problemy badawcze Autorka
przedstawia w sposéb merytoryczny i precyzyjny, a jednocze$nie zrozumiale i
interesujgco.
Z obowiazku recenzenta musze zwréci¢ uwage na:
1) niewlasciwe uzywanie przez Doktorantke skrétow w tekscie np. po pierwszym
wprowadzeniu skrotu AKG (od alfa-ketoglutaran), Autorka w dalszych czesciach tekstu
uzywa peinej nazwy alfa-ketoglutaran, lub peinej nazwy i skrétu AKG w nawiasie.
Ponadto na stronie 38. pracy Doktorantka napisata: ,alfa-ketoglutaran (znany réwniez
jako kwas alfa-ketoglutarowy...”) i zgodnie z tym w ,Wykazie skrotow” kwas alfa-
ketoglutarowy i alfa-ketoglutaran objeta wspolnym skrotem AKG, ktory jest wielokrotnie
stosowany w catej rozprawie. Wydaje sie, ze korzystniejsze byloby bardziej
szczegotowe podanie jakg sél kwasu alfa-ketoglutarowego stosowali autorzy
poszczegolnych cytowanych publikacji. Nie mozna tez zgodzi¢ sie z postawieniem
znaku réwnosci miedzy kwasem i jego solg, szczegolnie pod wzgledem chemicznym.
Doktorantka uzywa w pracy skrotow, ktorych nie wprowadzita w ,Wykazie
stosowanych skrotow” np. temp., min., kom., godz. Ponadto niekonsekwentnie w
jednym miejscu stosuje petne stowo np. temperatura, minuta, komérka, godzina, a w

innym skroty od tych stow.



2) w celu uzyskania wiekszej czytelnosci rycin sugerowatabym umieszczenie na nich
podstawowych informacji tzn. skrotu nazwy badanej linii komoérkowej (hFOB 1.19,
MC3T3-E1, Saos-2) oraz okresu inkubacji (np. 6-ty, 9-ty, 12-ty, 15-ty dzien inkubacji).
Obecnie te informacje znajduja sie tylko w obszernym opisie zamieszczonym pod
wykresami.

3) w rozdziale ,Wyniki" znajdujg sie fragmenty poprzedzajgce opis uzyskanych
wynikow, ktore dotyczg materiatow i metodyki - str. 89, 91, 92, 107, 112, 117, 124, 143.
4) Autorka uzywa stowa ,sjaloproteina” (po literze ,s” znajduje sie litera ,j") — wlasciwa

pisownia to sialoproteina (po literze ,s” litera ,i").

Podsumowujgc, nalezy stwierdzi¢, ze mgr Aleksandra Zurek zgromadzita
obszerny, warto$ciowy materiat naukowy i przeprowadzita pracochtonne badania. W
trakcie wykonywania pracy Doktorantka opanowata szereg wysokospecjalistycznych
procedur badawczych i nabyta umiejetnosci dokonywania analizy wynikéw. Ze swych
zadan wywigzata sie bardzo dobrze, co $wiadczy, ze jest przygotowana do
prowadzenia badan naukowych. Zatozone cele zostaly zrealizowane, a uzyskane
wyniki sg oryginalne i bardzo aktualne. Wyniki wiasne zostaty przedstawione w swietle
aktualnych danych z piSmiennictwa naukowego. Publikacje zostalty prawidiowo
dobrane, a zawarte w nich dane wiasciwie zinterpretowane. Rozprawe doktorska, mimo

kilku krytycznych uwag zawartych w recenzji, oceniam wysoce pozytywnie.

Bioragc pod uwage wartos¢ aplikacyjng pracy, zawarte w niej elementy nowosci
naukowej, szeroki zakres przeprowadzonych eksperymentéw badawczych oraz
dobre przygotowanie warsztatowe Doktorantki stwierdzam, ze przediozona do
oceny praca doktorska w petni odpowiada warunkom stawianym rozprawom na
stopien doktora i mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Biologii i
Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Skiodowskiej w Lublinie wniosek o
dopuszczenie mgr Aleksandry Zurek do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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