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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Beaty Siekluckiej pt. ,,Uklad OPG/RANKL a masa,
gesto$¢ mineralna i wlasciwosci biomechaniczne kosci udowej w modelu

eksperymentalnej przewleklej choroby nerek u szczura”

Pani mgr Beata Sieklucka (z d. Znorko) przygotowata rozprawe doktorska pt. ,,Uklad
OPG/RANKL a masa, gestoé¢ mineralna i wiasciwosci biomechaniczne kosci udowej
w modelu eksperymentalnej przewleklej choroby nerek u szczura” w Zakladzie Farmakoterapii
Monitorowanej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku pod kierunkiem Pani prof. dr hab.
n. med. Krystyny Pawlak. Podstawe rozprawy doktorskiej stanowig dwie opublikowane prace:
ekperymentalna i pogladowa.

Przewlek!a choroba nerek (PChN) stanowi powazny problem zdrowia publicznego. Do
licznych ogélnoustrojowych powiklan PChN naleza zaburzenia gospodarki wapniowo-
fosforanowej, prowadzace do zaburzen struktury i funkcji ukladu kostnego oraz do
powstawania zwapnien pozaszkieletowych, przede wszystkim w $cianach naczyn tetniczych
i w sercu. Powiklania te okreslane sa jako zaburzenia mineralne i kostne w PChN (chronic
kidney disease-mineral and bone disorders; CKD-MBD). Zaburzenia dotyczace gospodarki
mineralnej/ukladu kostnego moga wystapi¢ juz we wezesnych stadiach choroby.

Patomechanizm zmian rozwijajacych si¢ w ukladzie kostnym w PChN, szczegdlnie
u dzieci i mlodziezy, nie zostal wystarczajaco poznany. Charakter zaburzen mineralno-
kostnych w PChN moze si¢ zmienia¢ wraz z rozwojem choroby, a zaburzenia mineralizacji
koéci moga byé zwigzane ze zmniejszonym lub zwigkszonym tempem przemian
metabolicznych. Metabolizm wapniowo-fosforanowy jest Scisle kontrolowany przez
endokrynne, parakrynne i autokrynne uklady regulacyjne, a takze przez oddzialywania
nerwowe. W PChN dochodzi m.in. do zaburzenia wydzielania parathormonu (PTH), czynnika
wzrostu fibroblastéw 23, aktywnej postaci witaminy D3, co prowadzi do zmian wydzielania

czynnikéw parakrynnych (takich jak RANKL i OPG) i znaczacych zmian w procesach wzrostu
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i przebudowy kosci. Podczas przebudowy koséci nastepuje wymiana niewielkich ilosci starej
kosci na nowa, w zachodzacych w sposéb $cisle skoordynowany fazach resorpcji
i kosciotworzenia. Kluczowa role regulacyjna w procesie resorpcji kosci odgrywa uklad
RANKL (ligand receptora aktywujacego czynnik jadrowy kB/RANK (receptor aktywujacy
czynnik jadrowy kB)/OPG (osteoprotegeryna). Mozna si¢ spodziewac, ze ukiad ten, stanowige
podstawowy element integrujacy rézne sygnaly wplywajace na osteoklastogenezg
i aktywno$é resorpcyjng osteoklastow, bierze udzial w patogenezie zaburzen gospodarki
wapniowo-fosforanowej i metabolizmu kostnego w PChN. Mimo licznych doniesien
literaturowych na temat roli tego ukladu w PChN, brak jest danych dotyczacych jego
bezposredniego powigzania z masg kosci, gestoscia mineralng kosci i wlasciwosciami
mechanicznymi kosci u pacjentébw z PChN lub zwierzat doswiadczalnych w modelach
eksperymentalnych PChN.

Zgodnie z tytulem rozprawy, celem czeéci eksperymentalnej pracy bylo zbadanie
zaleznos$ci miedzy stezeniami OPG i RANKL a masa, gesto$cig mineralng i wlasciwosciami
biomechanicznymi  kosci udowej szczura w modelu eksperymentalnym PChN.
Przeprowadzone badania znacznie przekroczyly ten zakres zagadnien, obejmujac tez badania
mikroarchitektury kosci za pomoca mikrotomografii komputerowej, oznaczenia ekspresji
genow receptora 1 dla PTH (PTHIR) oraz czynnika transkrypcyjnego ATF4, zaangazowanego
w przenoszenie sygnalu PTH, a takze wykonanie analiz zaleznosci pomigdzy badanymi
parametrami w zastosowanym modelu eksperymentalnym PChN. Ponadto rozprawa zawiera
teoretyczne opracowanie (artykut poglagdowy) dotyczace aktualnego stanu wiedzy na temat roli
ukladu RANKL/OPG w rozwoju powiktan PChN, szczegdlnie wapnienia tgtnic.

Recenzowana praca doktorska zostala przygotowana na podstawie dwoch artykutow
opublikowanych w latach 2017-2018, o lagcznym wskazniku oddziatywania (impact factor)
wynoszacym 5,578 i liczbie punktow MNiSW wynoszacej 40. Rozprawa obejmuje pracg
doswiadczalna: ,,RANKL/OPG system regulation by endogenous PTH and PTHIR/ATF4 axis
in bone: Implications for bone accrual and strength in growing rats with mild uremia”,
autorstwa B. Znorko, D. Pawlaka, E. Oksztulskiej-Kolanek, T. Domaniewskiego,
A. Pryczynicz, A. Roszczenko, J. Rogalskiej, P. Lipowicza, M. Doroszko, M.M. Brzoski i K.
Pawlak (Cytokine; 2018; 106: 19-28) oraz pracg pogladowa pt. ,,Does the OPG/RANKL system
contribute to the bone-vascular axis in chronic kidney disease? A systematic review” autorstwa
B. Znorko, E. Oksztulskiej-Kolanek, M. Michalowskiej, T. Kaminskiego i K. Pawlak
(Advances in Medical Sciences; 2017; 62: 52-64). Wedlug zalaczonych oswiadczen

wspotautoréw prac wkiad mgr Beaty Siekluckiej w ich przygotowanie przekraczal 60% (praca
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eksperymentalna) i 80% (praca pogladowa). Na podstawie przedstawionej dokumentacji nalezy
stwierdzi¢, ze indywidualny wkiad Doktorantki w przygotowanie artykutéw stanowigcych
podstawe rozprawy doktorskiej byt zasadniczy.

Rozprawa doktorska mgr Beaty Siekluckiej zostala przygotowana wediug wytycznych
Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku. W sklad rozprawy wchodzi rozdziat 1 - ,,Wprowadzenie™,
obejmujacy 9 stron tekstu i 87 pozycji piémiennictwa), jednostronicowy ,,Cel pracy” (rozdzial
2), wspomniane wyzej 2 publikacje (rozdzialy 3 i 4), rozdzial 5 - ,Dyskusja™ (9 stron tekstu
i 56 pozycji pismiennictwa), po ktérej przedstawiono 6 wnioskéw pracy (rozdzial 6) oraz
streszczenie w jezyku polskim i angielskim (rozdzial 7). Na koricu, jako kolejne rozdziaty,
przedstawiono ,,Dorobek i doswiadczenie naukowe autora” oraz .Zyciorys”, a takze
o$wiadczenia wspotautoréw. Lacznie rozprawa liczy 92 strony (w tym kopie publikacji,
sformatowanych przez redakcje czasopism, a takze kopie o$wiadczen wspotautoréw prac).

We ,,Wprowadzeniu™ Doktorantka przedstawila podstawowe informacje dotyczace
PChN, szczegblnie zaburzefi mineralno-kostnych jej towarzyszacych. Szczegblowo oméwita
dzialanie fizjologiczne PTH, =z uwzglednieniem wewnatrzkomérkowych —szlakow
sygnalizacyjnych z mozliwym udzialem czynnika transkrypcyjnego ATF4, a takze zmiany
stezei PTH w PChN. Przedstawila takze informacje o metodach diagnostycznych tkanki
kostnej w PChN, a takze o celowosci prowadzenia badan w modelach eksperymentanych,
zwlaszcza w zakresie wytrzymalosci kosci. Na zakonczenie skupila si¢ na ukladzie
RANKL/RANK/OPG, przedstawiajac dotychczasowy stan wiedzy na temat jego roli
w metabolizmie kostnym u pacjentéw PChN. Rozdzial ten stanowi wartosciowe uzupehienie
informacji zawartych w artykule pogladowym.

W rozdziale ,,Cel pracy” Doktorantka przedstawila wykaz przeprowadzonych badan
stuzacych okresleniu roli uktadu RANKL/OPG w eksperymentalnym modelu PChN.

Realizacji postawionych sobie celéw badawczych Doktorantka dokonala w badaniach
w modelu szczurzym PChN (model subtotalnej nefrektomii 5/6, przeprowadzonej u 4-
tygodniowych szczuréw). Badania wplywu PChN na badane parametry przeprowadzono po
uplywie 1 i 3 miesiecy od zabiegu. W pracy opublikowanej w Cytokine (2018) zostaly
przedstawione wyniki badan masy kosci udowej, gestosci kosci wyznaczonej metoda
Archimedesa, mikroarchitektury ko$ci gabczastej i zbitej przeprowadzone za pomoca
mikrotomografii komputerowej, a takze wyniki badan immunohistochemicznych ekspresji
RANKL i OPG w kosci ggbczastej i zbitej, oznaczen stgzen RANKL i OPG w surowicy oraz
w homogenatach kosci. Zbadano tez ekspresj¢ mRNA receptora PTH 1 (PTHIR) i czynnika
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ATF4 metodg RT-PCR. Uzyskane wyniki zostaly poddane analizie statystyczne;j:
w badaniach wykorzystano dwuczynnikowg analiz¢ wariancji, ponadto zbadano zwiazki
mig¢dzy badanymi parametrami (analiza wspofczynnika korelacji rang Spearmana). Analizie
zostaly poddane takze wyniki stezenia PTH oraz badan wiasciwosci mechanicznych kosci,
przedstawione we wczesniejszej pracy z udzialem Doktorantki (D. Pawlak, E. Oksztulska-
Kolanek, B. Znorko, T. Domaniewski, J. Rogalska, A. Roszczenko, M.M. Brzoska,
A. Pryczynicz, A. Kemona, K. Pawlak: The association between elevated levels of peripheral
serotonin and its metabolite - 5-hydroxyindoleacetic acid and bone strength and metabolism in
growing rats with mild experimental chronic kidney disease. PLoS ONE;
2016:11(10):€0163526).

Uzyskane wyniki potwierdzity rolg ukladu RANKL/OPG w patomechanizmie PChN.
Doktorantka wykazala, ze stezenia RANKL i OPG w surowicy nie odzwierciedlaja zmian ich
stezen w kosciach. U szczuréw z eksperymentalng PChN po 3 miesigcach doszlo do
zmniejszenia stezenia RANKL i stosunku RANKL/OPG w tkance zbitej oraz gabczastej kosci
udowej, a takze do zwigkszenia stezenia PTH w surowicy. Nastapifo tez zwigkszenie ekspresji
mRNA PTHR1 i ATF4. Wyniki wszystkich analiz trafnie podsumowuje wniosek
6 rozprawy: ,,Wzrost stezenia endogennego PTH, aktywacja anabolicznej Sciezki sygnatowe;j
PTHIR/ATF4 i niski stosunek RANKL/OPG korzystnie wplywaja na wlasciwosci
biomechaniczne kosci zbitej, a takze przyrost masy i gesto$¢ mineralng calej kosci udowej
miodych szczuréw z PChN.”

Artykul pogladowy uzupelnia rozprawe, przedstawiajac aktualny stan wiedzy na temat
roli uktadu OPG/RANKL w rozwoju powiktan PChN. Artykut ten stanowi takze wprowadzenie
teoretyczne do zagadnien podjetych w pracy eksperymentalne;j.

W rozdziale ,,Dyskusja” pierwsze trzy akapity stanowia powtoérzenie, czasem dostowne,
informacji na temat PChN i jej powiklan przedstawionych we ,,Wprowadzeniu™.
W dalszej czgéci Doktorantka opisala zastosowany model doswiadczalny, a takze uzyskane
w badaniu wyniki, takze te, ktérych nie przedstawila ponownie w publikacji (wskazniki
uszkodzenia nerek, st¢zenie PTH, wyniki badan wiasciwosci mechanicznych trzonu i szyjki
kosci udowej). Przedyskutowala takze wyniki badan korelacji pomigdzy badanymi
parametrami, zwracajac m.in. na ujemng korelacj¢ pomigdzy sztywnoscia kosci a stosunkiem
RANKL/OPG. Szczegélng uwagg poswigeita znaczeniu zaobserwowanego zwigkszenia
ekspresji gendow PTHRI1 i ATF4 w tkance kostnej, co wiaze z mozliwoscig ochronnego
dzialania PTH na kos$¢ zbitg (lecz nie gabczasta) u miodych szczuréw z eksperymentalnie

wywolang PChN. Trzeba tu jednak zwrdci¢ uwage, ze nie wykazano istotnych korelacji migdzy
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stezeniem PTH a ekspresjg genow PTHR1 i ATF4. Z drugiej strony obecnos¢ ujemnej korelacji

pomiedzy ekspresja tych genéw a stezeniem RANKL nie wydaje mi si¢ wystarczajacg
podstaws do sformulowania, ze ,,aktywacja szlaku sygnalowego PTHIR/ATF4 przyczynia si¢

do zmniejszenia produkcji RANKL w kosci.”

Prace podsumowuje 6 w wigkszoéci trafnych wnioskéw. Wniosek 4 odnosi sig jednak

do wynikéw dotyczacych stezenia PTH, ktore nie zostaly w artykule opublikowanym

w Cytokine przedstawione. Wniosek 5 jest moim zdaniem zbyt odwazny; w hamowaniu

ekspresji RANKL moga uczestniczy¢ takze inne $ciezki sygnalowe.

Chciatabym prosi¢ o odniesienie si¢ do kilku pytan i uwag:

1.

Prosze¢ o wyjaénienie sposobu przeprowadzenia zabiegu subtotalnej nefrektomii
5/6, poniewaz zauwazylam rozbiezno$¢ w jej opisie w rozdziale ,,Dyskusja”
(usunigcie 5/6 miazszu lewej nerki i po tygodniu usuniecie prawej nerki) i w
artykule, w ktérym eksperyment zostal po raz pierwszy opisany (D. Pawlak
i wsp., PLoS ONE; 2016:11(10):e0163526; usunigcie 2/3 nerki w I etapie).
Doktorantka wyznaczala gestoéé kosci metoda Archimedesa. W opisie badania
w metodyce artykutlu eksperymentalnego pozostal niezauwazony blad we wzorze
na gesto$¢ kosci (znak minus zamiast mnozenia); obliczenia zostaty
przeprowadzone prawidiowo.

Moim zdaniem nie nalezy uzywaé okreslenia ,,gesto$¢ mineralna kosci” dla
gestoéci kosci wyznaczonej metodg Archimedesa. W wersji angielskiej zamiast
..bone mineral density” wilasciwsze wydaje si¢ okreslenie ,.bone mass density”,
stosowane zamiennie w pracy opublikowanej w Cyfokine.

Jak zabezpieczano probki kosci przed oznaczeniami ekspresji mRNA?
Sformulowanie ,.w obu analizowanych czesciach kosci,, we wniosku 3 i w
streszczeniu nie jest jednoznaczne. Lepszym wydaje si¢ okreslenie: ,,w kosci
gabczastej i zbitej”.

Na stronie 10 (,, Wprowadzenie™) znazlo si¢ bledne sformutowanie ,,... moduluje
lokalne wydzielanie czynnikéw parakrynnych ..., enzymoéw i innych biatek (np.
prostaglandyn)™.

W podsumowaniu recenzji pragng podkresli¢, ze podstawe recenzowanej rozprawy

doktorskiej stanowig dwie bardzo wartosciowe prace. Praca nad publikacjg pogladowa

z jednej strony przygotowata teoretycznie Doktorantke do przeprowadzenia badan i do analizy
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uzyskanych wynikéw, z drugiej strony stanowi cenne dopelnienie rozwazan na temat roli
RANKL i OPG w innych niz kostne aspektach zaburzen gospodarki mineralnej wywolanych
przez PChN. Wyniki pracy doéwiadczalnej poszerzyly nasza wiedzg na temat roli czynnikow
parakrynnych, RANKL i OPG, w patomechanizmie zmian w uklfadzie kostnym rozwijajacych
si¢ organizmie mlodych szczuréw w eksperymentalnym modelu PChN.

Rozprawa doktorska Pani mgr Beaty Siekluckiej wykazala Jej ogolng wiedzg
teoretyczng i umiejetnos¢ prowadzenia pracy naukowej. Rozprawa stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, dotyczacego roli ukladu RANKL/OPG w modelu
eksperymentalnym PChN u szczuréw, dzigki czemu spelnione zostaly warunki okreslone
w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki, z pozniejszym zmianami; tekst jednolity — Dz. U.
z 27 wrzesnia 2017 r., poz. 1789. Nalezy tez podkresli¢ bardzo duza aktywnos¢ naukows
Doktorantki. Poza pracami wchodzacymi w sklad rozprawy doktorskiej jest Ona wspdtautorka
12 publikacji o facznym impact factor wynoszacym 31,954 i 20 doniesien zjazdowych.

W zwiazku z powyzszym mam zaszczyt przedstawi¢ Panu Dziekanowi i Wysokiej
Radzie Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu

Medycznego w Bialymstoku
WNIOSEK

o dopuszczenie mgr Beaty Siekluckiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie. ze wzgledu na wysoka warto$¢ merytoryczng pracy doktorskiej,
spelnienie warunkéw  Regulaminu wyrézniania rozpraw doktorskich na Wydziale
Farmaceutycznym z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej UMB, a takze znaczny dorobek
naukowy mgr Beaty Siekluckiej, skladam wniosek o rozwazenie przez Rade Wydzialu

mozliwo$ci wyréznienia Jej rozprawy doktorskiej.
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