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Wydziat Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej
Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr farm. Ewy Oksztulskiej-Kolanek pt. ,STEZENIE
OBWODOWEJ SEROTONINY, A WLASCIWOSCI BIOMECHANICZNE
1 METABOLIZM KOSCI W PRZEWLEKLEJ NIEWYDOLNOSCI NEREK
U SZCZURA”

Pani mgr farm. Ewa Oksztulska-Kolanek przygotowala swojg rozprawg doktorska pt.
»Stezenie obwodowej serotoniny, a wilasciwosci biomechaniczne i metabolizm kosci
w przewlekle] niewydolnosci nerek u szczura” pod kierunkiem Pani prof. dr hab. n. med.
Krystyny Pawlak w Zakladzie Farmakoterapii Monitorowanej Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku.

Zagadnienia podjete w pracy maja istotne znaczenie, poniewaz przewlekla choroba
nerek (PChN) prowadzi do wielu zaburzen ogdlnoustrojowych, miedzy innymi dotyczacych
gospodarki mineralnej i ukladu kostnego. Zaburzenia mineralne i kostne, ktore objawiaja si¢
nieprawidlowymi wynikami dotyczacymi gospodarki wapniowo-fosforanowej, zaburzeniami
w obrgbie ukladu kostnego i wystgpowaniem zwapnien pozaszkieletowych, moga wystgpi¢
juz we wezesnych stadiach choroby. Z punktu widzenia uktadu kostnego, kluczowe znaczenie
ma takie postgpowanie lecznicze, ktére pozwoli na zapobieganie ztamaniom kosci.

Metabolizm wapniowo-fosforanowy pozostaje pod $cisla kontrola endokrynnych,
parakrynnych 1 autokrynnych uktadéw regulacyjnych; coraz wigcej wiadomo takze
o znaczeniu oddzialywan nerwowych. Powszechnie wiadomo, ze w PChN dochodzi do
zaburzenia wydzielania czynnika wzrostu fibroblastéw 23, aktywnej postaci witaminy Ds i
parathormonu, co prowadzi m.in. do zmian wydzielania czynnikéw parakrynnych (takich jak
RANKL, OPG, sklerostyna) przez komorki kostne, i znaczacych zmian w procesach wzrostu i
przebudowy kosci. Problemem w badaniach zaburzen mineralno-kostnych w PChN jest to, ze
ich charakter moze si¢ zmienia¢ wraz z rozwojem choroby, a zaburzenia mineralizacji kosci
moga by¢ zwigzane ze zmniejszonym lub zwigkszonym tempem przemian metabolicznych.
Powszechnie stosowane badania densytometryczne kosci majg ograniczone znaczenie
w przypadku powiklan PChN, poniewaz w wigkszosci badan prowadzonych w bardziej
zaawansowanych stadiach choroby nie udalo sie wykaza¢ takiego zwigzku migdzy gestoscig
mineralng kosci z czestoscig zlaman jak w populacji ogdlnej. Jakos¢ kosci ulega jednak
pogorszeniu, czego wyrazem jest zwigkszanie sie czestodci ztaman wraz z progresja PChN.
Z tych powodow szczeg6lng role w poznaniu charakteru zaburzen ukladu kostnego w tym



schorzeniu ogrywaja badania w zwierzecych modelach eksperymentalnych przewleklej
niewydolnosci nerek (PNN).

Badania prowadzone w ostatnim dziesiecioleciu wykazaly, ze w regulacji procesow
wzrostu i przebudowy kosci uczestniczy serotonina, jakkolwiek charakter jej oddzialywan na
uklad kostny nie zostal jednoznacznie wyjasniony. Od dawna wiadomo réwniez, ze w PChN
moze dochodzi¢ do zmian poziomu serotoniny we krwi. W zwigzku z tym podj¢ta w pracy
doktorskiej mgr Oksztulskiej-Kolanek proba powigzania oceny rozwoju zaburzen
ukladu kostnego w modelu zwierzecym przewleklej niewydolnoSci nerek z badaniami
zmian w poziomie serotoniny, jej prekursora — tryptofanu i metabolitu — kwasu 5-
hydroksyindolooctowego, byla calkowicie zasadna. Nalezy tu podkresli¢ prekursorski
charakter podjetych w pracy doktorskiej badan.

Tytut rozprawy doktorskiej mgr farm. Ewy Oksztulskiej-Kolanek $cisle odzwierciedla
jej zakres. Rozprawa sklada sie z rozbudowanej czesci teoretycznej (przegladu
pi$miennictwa) oraz z cz¢sci doswiadczalnej wraz z opisem i dyskusja wynikow.

Liczaca ogdlem 108 stron prace poprzedza poltorastronicowy wstep, stanowiacy krotkie
wprowadzenie do zagadnien podjetych w pracy, ktérego kontynuacj¢ i uscislenie
przedstawiono w jednostronicowym rozdziale drugim ,,Cel pracy”. W rozdziale pierwszym,
liczacym 34 strony, dokonano przegladu pis$miennictwa zwigzanego z tematyka pracy.
Schemat doswiadczenia oraz zastosowane metody badawcze i materialy zostaly opisane w 13-
stronicowym rozdziale trzecim, zatytulowanym ,,Cz¢$¢ doswiadczalna”. W kolejnym, 16-
stronicowym rozdziale przedstawiono uzyskane wyniki, ktore nastgpnie przedyskutowano
w 7-stronicowym rozdziale ,.Dyskusja”. Prace podsumowuje 5 wnioskow, po ktorych
znajduja si¢ streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim, spis pismiennictwa liczacy 220
pozycji, wykaz tabel i wykaz rycin. Rozprawa zawiera 10 tabel (w tym 7 dotyczacych danych
literaturowych i 3 przedstawiajace uzyskane wyniki) oraz 17 rycin (z czego 8§ w rozdziale
wprowadzajacym, 2 w czesci metodycznej i 7 przedstawiajacych wyniki). Praca zawiera takze
spis tresci 1 wykaz zastosowanych skrotow.,

Omowig teraz gtdéwne czesci rozprawy, przedstawiajac swoje uwagi.
1 Cz¢$¢ teoretyczna

W pierwszej polowie czesci teoretyczne] Doktorantka szczegélowo opisata PChN,
przedstawiajac aktualng definicje, kryteria diagnostyczne, podziat na stadia kliniczne, a takze
liczne powiklania. Najwigcej uwagi poswiecila zaburzeniom mineralno-kostnym, zwigzanym
bezposrednio z tematem pracy doktorskiej. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje analiza
przydatnosci poszczeg6lnych markerow metabolizmu kostnego do oceny zmian
zachodzacych w ukladzie kostnym chorych z PChN, stanowiaca uzasadnienie wyboru
wykorzystanych nastepnie w pracy wskaznikéw: fosfatazy zasadowej i izoenzymu 5b
winianoopornej fosfatazy kwasnej. Doktorantka przedstawita nastepnie aktualnie stosowane
modele zwierzece PNN, w tym zastosowany model subtotalnej nefrektomii 5/6.

Druga polowe czesci teoretycznej Doktorantka poswigcilta zagadnieniom bezposrednio
zwigzanym z badaniami przeprowadzonymi w wybranym modelu doswiadczalnym. Zwigzle
przedstawila budowe i funkcje kosci, a takze procesy przebudowy kosci, bez szczegétowego
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opisu ich regulacji. Ostateczng miara jakosci kosci jest jej wytrzymalos¢ na zlamania.
Doktorantka przedstawila aktualnie stosowane metody badan kosci u ludzi
(densytometryczne, tomograficzne, histomorfometryczne czy dotyczace skladu macierzy
kostnej i mineralizacji), dostarczajace danych mogacych jedynie posrednio sugerowa¢ zmiany
wytrzymalosei kosci. Biorac pod uwage, ze praktycznie nie jest mozliwe prowadzenie badan
wytrzymalo$ciowych na materiale pozyskanym podczas biopsji kosci, jedynym bezposrednim
sposobem oceny zmian wytrzymatosci kosci rozwijajacych sie pod wptywem chorob lub
stosowania lekow sg badania whasciwosci mechanicznych kosci w zwierzgcych modelach
eksperymentalnych. 7Z tego zapewne powodu bardzo rozbudowany zostal podrozdziat
poswigcony badaniom wytrzymatos$ciowym kosei. Nalezy zauwazy¢, ze ten fragment pracy
zostal juz przez Doktorantke opublikowany w czasopismie “Nephron” (pozycja literaturowa
150).

Ostatnig cz¢s¢ wprowadzenia Doktorantka poswigcita serotoninie, przedstawiajac jej
synteze, metabolizm, dystrybucje, funkcje w ustroju oraz dotychczasowy stan badan
w zakresie wplywu na uklad kostny. Na pochwal¢ zastuguje wybér zagadnien
przedstawionych w tej czesci pracy. Autorka zwrdcila uwage na brak spdjnosci wynikow
dotychczasowych badafh w zakresie dzialania serotoniny na uktad kostny, co zreszta moim
zdaniem znalazio potwierdzenie w przedstawianej pracy.

Uwagi do rozdziatu I

1. Dla opisu badanych wtasciwosci mechanicznych kosci Autorka uzywa okreslenia
“wlasciwosci strukturalne”, co moze by¢ mylace, bo kojarzy si¢ z badaniami struktury
kosci, ktorych nie prowadzono. Jednoznaczne byloby np. okreslenie “wihasciwosci
mechaniczne strukturalne™.

2. Analizujgc przebieg krzywej zaleznosci sila-przemieszczenie (lub naprezenie-
odksztalcenie), okresla si¢ wartosci badanych parametréw w  charakterystycznych
punktach, najczesciej w granicy plastycznoscei (yield point) 1 w punkcie dzialania
maksymalnej sity (ultimate load., maximum load - F,), ktora jest odpowiedzialna za
zlamanie kosci. Autorka nastgpujaco opisala zachodzace w kosci zjawiska: ,,Po
przekroczeniu wartosci sity Fy odksztalcenie staje si¢ nieodwracalne. Natomiast
dalsze zwigkszanie przylozonej sity powyzej wartosci F, prowadzi do zlamania
badanej kosci” (str. 42). Opisujac wyznaczane na podstawie krzywej zaleznosci sity od
przemieszczenia parametry wytrzymatosciowe (str. 43), Doktorantka zastosowala jednak
niewlasciwe polskie nazewnictwo dla sity w granicy plastycznosci, okreslajac ja jako
~maksymalng sil¢ nacisku wytrzymywang przez kos¢”. Z kontekstu wynika, ze miala na
mysli ,,maksymalng sil¢ nacisku nie wywolujaca nicodwracalnych odksztalcen w kosei”,
poniewaz uscislia zastosowany termin, dodajgc: ,.sita powodujaca pierwsze widoczne
zalamanie liniowosci na wykresie zaleznosci sila-odksztalcenie”. Okreslenie ,,maksymalna
sila nacisku wytrzymywana przez ko$¢” nie jest prawidiowe, poniewaz jest nig sila
maksymalna (F,). Konsekwentnie, ugi¢cie w granicy plastycznosei [dl (Fy)} Doktoranka
opisala jako ,,ugiecie przy maksymalnej sile nacisku”. Tych okreslen Doktorantka uzywata
w kolejnych rozdzialach pracy. Zastosowanie niewlasciwego nazewnictwa polskiego nie
wigze si¢ jednak z ryzykiem blednego zrozumienia opisu i niewlasciwe] interpretacji
wynikow, poniewaz kazdorazowo uzywane byly jednoznaczne skroty okreslen w jezyku
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angielskim.
1T Cz¢$¢ doswiadczalna — materialy 1 metody

Badania stanowiace podstawe rozprawy doktorskiej przeprowadzono na 40 miodych
szczurach samcach. U 24 szczurow wywolano eksperymentalnga PNN  w wyniku
przeprowadzenia subtotalnej nefrektomii (usuniecie 5/6 kory lewej nerki i po tygodniu calej
prawej nerki), a u pozostatych 16 szczuréw kontrolnych przeprowadzono operacje pozorne.
Zwierzeta usmiercono po uplywie 1 lub 3 miesigcy od wywolania PNN. Do badan
wykorzystano surowice krwi oraz lewe kosci udowe. Oceny stopnia niewydolnosci nerek
dokonano na podstawie poziomu kreatyniny i azotu mocznikowego w surowicy Krwi.
W surowicy krwi  oznaczono  stezenie tryptofanu, serotoniny 1 kwasu 5-
hydroksyindolooctowego za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).
Aktywnosé przemian metabolicznych ukladu kostnego oceniono na podstawie oznaczenia
aktywnosci izoenzymu 5b  winianoopornej fosfatazy kwasnej (TRAPS5b) metodg
immunoenzymatyczng ELISA (wskaznik resorpcji kosci) oraz fosfatazy alkalicznej metoda
kinetyczng przy uzyciu spektrofluorymetru. Oznaczono takze poziom wapnia i fosforu
nieorganicznego w surowicy. Wyizolowane kosci zwazono, a nast¢pnie zbadano ich jakosc,
przeprowadzajac pomiary parametrow wytrzymatosciowych trzonu kosci udowej (kos¢
o utkaniu zbitym) oraz szyjki kosci udowej (ko$¢ o utkaniu zbitym z komponenta kosci
gabczastej): sztywnosci, sity iugigcia w granicy plastycznosci oraz maksymalnej sily,
odpowiadajacego jej ugiecia oraz energii pochlonigtej przez kosé. Uzyskane wyniki poddano
doglgbnej analizie statystycznej, z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji
ztestem post-hoc Bonferroniego, oraz ze zbadaniem wystgpowania korelacji migdzy
analizowanymi zmiennymi za pomoca wspotczynnika korelacji rang Spearmana.

Uwagi i pytania do czesci metodyczne;j:

1. Dlaczego w grupach szczuréw operowanych pozornie (kontrolnych) i grupach szczuréw
z niewydolnoscig nerek byla rézna liczba osobnikow? Czy nie bylo Zzadnych strat
zwigzanych z zabiegami chirurgicznymi?

2. Na str. 51 i 52 napisano omytkowo “dodawano po 10 pl surowicy badanej i/lub 1000 pl
wzorca”, podczas gdy objetosci te na pewno byly takie same.

3. Odnosnie badan wytrzymatosciowych szyjki kosci udowej, zastosowane badanie nie bylo
typowym testem zginania. W takim przypadku, zamiast okreslenia ,,ugigcie”, wlasciwym
terminem jest ,,przemieszczenie”. Oczywiscie nie wplywa to na proces wnioskowania.

W przyszlosci radzitabym wykonywaé badania wytrzymalosciowe szyjki kosci
udowej w kosciach kontralateralnych w stosunku do kosci, w ktorych uprzednio
przeprowadzono badanie trzonu, poniewaz podczas tamania trzonu struktura szyjki moze
ulegac¢ uszkodzeniu z powodu znacznych naprezen.

Zastosowane metody badawcze pozwolity na zrealizowanie celu pracy, tj. na probe
okreslenia zwigzkow miedzy zmianami poziomu serotoniny i zaburzeniami metabolizmu
tkanki kostnej, a w konsekwencji jakosci kosci w PNN nerek u szczura.

[l Wyniki

Doktorantka wykazala, ze PNN wywolala u szczuréw nasilenie przemian obwodowe;j
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serotoniny, przejawiajace si¢ zwiekszeniem poziomu serotoniny i kwasu 5-
hydroksyindolooctowego, a takze stosunkéw stezen produkt/substrat (serotonina/tryptofan
i kwas S-hydroksyindolooctowy/serotonina) w surowicy krwi. Wystapito takze pogorszenie
wlasciwosei mechanicznych kosci udowej. Zmiany te w wigkszym stopniu dotyczyly szyjki
niz trzonu kosci udowej. Nie stwierdzono istotnych roéznic w aktywnosci badanych
biochemicznych wskaznikéw resorpcji kosci 1 kosciotworzenia pomigdzy badanymi grupami.
Najwazniejsza i najciekawsza cze$é pracy stanowig analizy korelacji pomigdzy wartosciami
parametréw zwiazanych z przemianami serotoniny obwodowej a parametrami ukladu
kostnego. Badania te wykazaly m.in. wystepowanie dodatniej korelacji miedzy stezeniami
serotoniny i kwasu 5-hydroksyindolooctowego a aktywnoscig fosfatazy zasadowej (markera
kosciotworzenia) u szczuréw z PNN, i przeciwnie, wystepowanie ujemnej korelacji migdzy
stezeniem kwasu 5-hydroksyindolooctowego a aktywnoscia fosfatazy zasadowej u szczurow
zdrowych. Na podstawie analizy korelacji pomigdzy aktywnoscia badanych wskaznikow
metabolizmu kostnego a wyznaczonymi parametrami wytrzymalosciowymi Doktorantka
stwierdzila, ze nasilenie kosciotworzenia w PNN zwiazane jest ze zmniejszeniem sztywnosci
kosci (zwigkszeniem jej elastycznoscei). Przeprowadzone analizy pozwolily takze na sugestig,
ze obwodowa serotonina, w wyniku nasilania kosciotworzenia, znaczaco modyfikuje
wytrzymatosé kosci udowej szczurow z PNN, oraz ze dzialanie serotoniny moze by¢
korzystne, szczegdlnie w odniesieniu do szyjki kosci udowe.

Uwagi do opisu wynikow:

1. Autorka stwierdzita, ze ,,Dwuczynnikowa ANOVA wykazala, ze zarowno wiek, jak i PNN
w sposOb niezalezny i istotny statystycznie wptywaja na podwyzszone stezenia kreatyniny
i BUN™. Zdanie to jest prawdziwe dla kreatyniny; z wiekiem warto§¢ BUN zmniejszala
sie.

2. Autorka zdecydowala sie przedstawia¢ uzyskane wyniki dotyczace wytrzymalosci kosci
w przeliczeniu na masg ciala. Na wykresach i w tabelach Autorka zastosowala oznaczenie
jednostek w formie [jednostka/m.c.] zamiast [jednostka/jednostka masy], np. [N/g]. Moim
zdaniem nie trzeba bylo przelicza¢ sztywnosci na masg ciala, poniewaz jest to wartos¢
pochodna sily i przemieszczenia (tangens kata nachylenia krzywej zaleznosci sifa-
przemieszczenie w zakresie odksztalcen sprezystych).

IV. Dyskusja

Dyskusja pracy przeprowadzona zostala w sposob bardzo zajmujacy. Doktorantka
zaznaczyla, ze wyniki pracy dotyczace wytrzymalosci kosci u szczurow z PNN sa spojne
zdanymi literaturowymi, a nastgpnie przedstawita wlasng interpretacj¢ wykazanych
zwigzkéw miedzy parametrami kostnymi a st¢zeniem serotoniny i jej metabolitu. Chociaz
przeprowadzona dyskusja jest przekonujaca, wydaje mi si¢, ze uzyskane wyniki nie
uzasadniaja kategorycznego stwierdzenia, ze ,,obwodowa serotonina, poprzez pobudzenie
procesu ko$ciotworzenia, wywiera odmienny, uzalezniony od rodzaju tkanki kostnej, wplyw
na procesy biomechaniczne kosci udowej miodych szczuréw z eksperymentalng PNN”.
Uwazam, ze postawienie takiej tezy jedynie na podstawie wystgpowania dodatniej korelacji
miedzy aktywnoscia wskaznika kosciotworzenia (ALP) a poziomem serotoniny w surowicy
jest zbyt odwazne. Zwiekszenie aktywnosci ALP, jak sama Doktorantka napisala, cytujac



pozycje literaturowe 11 i 128, jest raczej objawem niekorzystnych zmian w ukladzie kostnym;
na ogél wynika z nasilenia ko$ciotworzenia w odpowiedzi na nasilona resorpcje. PNN nie
wplywala istotnie na aktywno$¢ TRAPSb. Nalezy pamigta¢, ze aktywnos¢ TRAPSb
w surowicy jest proporcjonalna do liczby osteoklastéw. Np. u szczuréw z doswiadczalng
osteoporoza wywolana niedoborem estrogenow poziom TRAPSb zmniejsza si¢ ze wzgledu na
zmniejszong mase kosci (wiec takze liczbe osteoklastow), natomiast poziom fragmentow
kolagenu uwalnianych podczas resorpcji zwigksza sie. W przypadku PNN takze moglo dojs¢
do jedynie kompensacyjnego nasilenia aktywnosci osteoblastow, ktérego miarg bylo
zwigkszenie aktywnosci ALP.

Na podstawie przeprowadzonych badan i dyskusji wynikow Doktorantka
sformutowata 5 wnioskéw, z ktérych dwa ostatnie uwazam za bardzo odwazne. Wniosek 4
(.Nasilenie procesu kosciotworzenia w PNN zmniejsza sztywnos$¢ i poprawia elastycznosc¢
i plastycznos$¢ kosci udowej w obu analizowanych rodzajach tkanki kostnej™) moim zdaniem
mogiby brzmie¢: ,Nasilenie procesu kosciotworzenia w PNN bylo zwigzane ze
zmniejszeniem sztywnosci 1 zwigkszeniem elastycznosdci i plastycznosci kosci udowej”.
Z kolei we wniosku 5 proponowatabym zmieni¢ stowo ,,jest” na ,,moze by¢” i skresli¢ sfowo
»Szczegllnie™: , Wplyw serotoniny moze by¢é korzystny w przypadku wlasciwosci
biomechanicznych szyjki kosci udowej, ktore ulegly znacznemu oslabieniu w przebiegu
PNN.”

W pracy Doktorantka zacytowala 220 dobrze dobranych, w pelni aktualnych pozycji
literaturowych. Tak jak cala praca, spis pismiennictwa zostat bardzo starannie zredagowany.
Chcialabym podkresli¢, ze w calym tekscie zauwazytam jedynie kilka bledow literowych.

7 obowiazku recenzenta przedstawig kilka uwag o mniejszym znaczeniu:

1. Na str. 27 napisano ,,zaburzenia hemostazy” zamiast ,,homeostazy™.

2. Naryec. 3 blednie oznakowano kos¢ beleczkowa 1 korowa.

3. Na str. 43 w opisie metabolizmu serotoniny napisano ,,5-hydroksyindolooctan™
zamiast ,,aldehyd 5-hydroksyindolooctowy™.

4. Wilasciwym terminem jest ,,glowa kosct udowej” (nie ,,gléwka™).

Przedstawione wyzej uwagi krytyczne nie wplywaja na moja zdecydowanie
pozytywng oceng¢ rozprawy doktorskiej mgr farm. Ewy Oksztulskiej-Kolanek. Badania
stanowigce podstawe pracy byly celowe i przeprowadzone z wykorzystaniem wiasciwych
metod. Stosunkowo skromny zestaw badan ukladu kostnego zostal moim zdaniem catkowicie
zrobwnowazony precyzyjng analiza statystyczng uzyskanych wynikéw oraz bardzo dobrym,
wnikliwym przegladem literatury dotyczacej przedmiotu pracy. Autorka wykazata si¢ duza
wiedzg teoretyczng. Praca zostala bardzo starannie zredagowana. Na podkreslenie zastuguje
umiejetnos¢ zwiezlego przedstawiania zlozonych zagadnien i skupienia si¢ na kwestiach
bezposrednio dotyczacych przeprowadzonych badan. Uzyskano interesujace wyniki, ktore
mogg stanowi¢ podstawe dalszych, poglebionych badan nad rola serotoniny w rozwoju
zaburzen ukiadu kostnego w przebiegu przewleklej niewydolnosci nerek.

Podsumowujac, w moim przekonaniu rozprawa doktorska mgr farm. Ewy
Oksztulskiej-Kolanek spelnia ustawowe warunki do ubiegania si¢ o stopief naukowy doktora



nauk farmaceutycznych. Mam zaszczyt przedstawi¢ Pani Dziekan i Wysokiej Radzie
Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku

WNIOSEK

o dopuszczenie mgr farm. Ewy Oksztulskiej-Kolanek do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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