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Ocena
rozprawy doktorskiej pt. ..Ocena wplywu adropiny na metabolizm tkanki kostnej u szczurow
w warunkach ustalonej osteopenii” wykonanej przez lek. wet. Hanng Predka w Katedrze
Fizjologii Zwierzat Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w
Lublinie.

Tkanka kostna nie jest jednolitym materialem, ale zywa. skomplikowang tkanka
podlegajacg stale procesowi odnowy, majagcemu na celu regeneracj¢ powstajacych w
warunkach fizjologicznych mikrouszkodzen. Przebudowa kosci (remodeling)  jest
najistotniejszym procesem w odbudowywaniu nowej tkanki kostnej, a fizjologiczna
rownowaga pomiedzy procesami resorpeji i odbudowy tkanki kostnej powoduje, ze masa
kostna utrzymuje sie na wzglednie stalym poziomie. Wplyw wieku oraz deficytu estrogenow
na metabolizm tkanki kostnej przejawia sie przede wszystkim w zwigkszeniu przebudowy
kosci oraz przewadze utraty masy kostnej. Tempo przebudowy kosci podwaja si¢ po
wystapieniu menopauzy. potraja si¢ po 13 latach od menopauzy. ponadto pozostaje na statym.
wysokim poziomie w przypadku wystgpienia osteoporozy. Przyspieszony remodeling

powoduje pojawienie sie zwigckszonej liczby srodkostnych zatok resorpeyjnych, poniewaz



odbudowa de novo jest procesem znacznie wolniejszym w poréwnaniu z resorpcja tkanki
kostnej. Proces ten istotnie zaburza mikroarchitekture tkanki kostnej. co w konsekwencji
oslabia jej wiasnosci mechaniczne, w tym przede wszystkim wytrzymalosé. Zmniejszajaca sie
wraz z wiekiem elastycznodé kosei jest spowodowana gorszg jakoscia nowo tworzonego
mineralu. Zmiany te s3 wynikiem m.in. tworzenia krysztalow hydroksyapatytu o wigkszych
rozmiarach oraz uposledzeniem jakosci kolagenu kostnego.

Opisana w 2008 roku adropina (ADR) jest biatkiem zwigzanym z blong komérkowa. o
nieustalonej jednoznacznie roli fizjologicznej. Jednak w dostepnej literaturze naukowej
podkresla sig¢ jej role w utrzymywaniu homeostazy energetycznej i procesach
metabolicznych organizmu: zwiazek z otyloscia, insulinoopornoscig oraz procesami
zapalnymi. Dodatkowo, z uwagi na istniejace zaleznosci miedzy jej stezeniem a ekspresja
cytokin prozapalnych tj. IL-1, IL-6 oraz TNF-a, ktore odgrywajg bardzo wazng role w
rozwoju osteoporozy, mozna przypuszczaé. ze ADR moze odgrywac istotng role w
metabolizmie tkanki kostnej.

Podstawowym celem pracy doktorskiej lek. wet. Hanny Predka bylo okreslenie
wplywu adropiny na metabolizm i wlasciwosci tkanki kostnej szczuréw Wistar, plci zenskiej
w warunkach ustalonej osteopenii wywotanej chirurgiczng eliminacjg funkcji hormonalne;j
gonad.

Dodatkowy cel badan koncentrowal sie na zagadnieniu wystgpowania adropiny w tkance
kostnej.

Badania zostaly przeprowadzone na 40 szczurach. samicach, ktére podano operacji
rzekomej lub bilateralnej owariektomii. Naste¢pnie zwierzeta zostaly podzielone na 4 grupy
otrzymujace i.p. codziennie przez 8§ tyg. plyn fizjologiczny lub adroping w dawce 2 pg/ke
m.c. Z wykorzystaniem metody DXA dokonano pomiaréw densytometrycznych calego ciata
w celu oceny skladu ciata, catkowitej zawartodci mineralnej (TotBMC) i catkowitej gestosci
mineralnej (TotBMD) calego szkieletu, jak réwniez zawartosei mineralnej (BMC) i gestosci
mineralnej (BMD) izolowanych kosci diugich. Z wykorzystaniem metody pQCT okreslono
parametry tomograficzne kosci ggbczastej oraz parametry kosci zbitej i parametry przekroju
poprzecznego mierzone w polowie dlugosci trzonu kosci dlugich. Wykorzystujac
trojpunktowy test ugiecia okreslono réwniez parametry wytrzymatosciowe wybranych
fragmentow szkieletu.

W nastgpnym etapie oceniono morfologie chrzastki wzrostowej, okreslajac szerokos¢ jej
poszczegblnych stref, a takze okreslono lokalizacje i immunoekspresic ADR w chrzastce

wzrostowej oraz beleczkach kostnych z wykorzystaniem metody immunohistochemiczne;.



Dodatkowe oznaczenia obejmowaly podstawowe parametry biochemiczne krwi (TotCH, TG,
LDL. HDL, Glu, AST, ALP, ALT, Ca, P) oraz osoczowe stezenia markeréw metabolizmu
kostnego (osteokalcyny, OST; izoenzymu kostnego fosfatazy zasadowej. bALP; N-
koncowego usieciowanego telopeptydu kolagenu typu I, NTx).

Przedstawiona do recenzji praca ma charakter oryginalnej rozprawy naukowej o
ukladzie typowym dla tego typu opracowan. Liczy w sumie 86 stron wydruku
komputerowego z zachowaniem odpowiednich proporcji miedzy jej czesciami. Na wstep
poswigcono 22 strony, material i metodyka stanowi 8 stron. Opis wynikow zawarto na 23
stronach tekstu oraz udokumentowano je dodatkowo 2 rycinami, 12 wykresami oraz 13
tabelami, oméwienie wynikéw i dyskusje zawarto na 11 stronach. Piémiennictwo (zawarte w
Rozdziale 9) liczy w sumie 367 pozycji, w tym w zdecydowanej wigkszosci anglojezyczne o
tematyce zbieznej z zakresem pracy.

Pracg rozpoczyna Wykaz uzywanych skrétow stanowigcy uzyteczny dla czytelnika

odnosnik do tekstu.

Wstgp zawarty jest na stronach 1-22. Autorka przedstawia w nim strukture i
biologiczng role ADR oraz dokladnie opisuje anatomig i fizjologie tkanki kostnej. Nastepnie
opisuje mechanizmy wptywu ADR na poszczegolne funkcje fizjologiczne ustroju, gléwnie w
kontekscie jej dzialania przeciwzapalnego. Na szczegblne podkreslenie zastuguje fragment
opisujacy wzajemne interakcje, w tym glowne mechanizmy i gléwne mediatory, biorace
udzial w patogenezie osteopenii i osteoporozy. Z satysfakcja stwierdzam, ze zawarte we
Wstepie opisy stanowiace przeglad aktualnego pismiennictwa, a zwlaszcza bardzo dokladne
omowienie wynikéw przeprowadzonych dotychczas na $wiecie eksperymentéw naukowych i
ich znaczenia dla poszerzenia wiedzy na temat fizjologicznej roli ADR, szczegdlowo i
krytycznie wprowadzaja czytelnika w tematyke i mogg stanowi¢ samodzielng prace
przegladowa.

Zwigzle i jasno sformutowane cele pracy objely bardzo ambitne zadania nawigzujgce
do wspolezesnych probleméw zwigzanych z chorobami cywilizacyjnymi, do ktorych zaliczajg
si¢ rowniez choroby metabolicznie kosci. Zdaniem recenzenta dotykaja one bardzo waznego
watku badan poszukujacego nowych metod profilaktyki osteoporozy pomenopauzalne;.

W rozdziale Material i metody Autorka przedstawia zastosowany material oraz
wykorzystane metody badawcze. Dokladnie zostal opisany sposob  przeprowadzenia
cksperymentu, metoda podzialu zwierzat na grupy. warunki hodowlane, sposob

przeprowadzenia zabiegdéw chirurgicznych oraz pobrania materiatu do badan pQCT i badan



wytrzymatosciowych kosci. Opisano réwniez sposéb zywienia zwierzat. W dalszej czesci
Autorka opisala  metode (1. absorpcjometric podwdinej wigzki promieniowania
rentgenowskiego - DXA) oraz warunki i sposéb oznaczenia gestosci mineralnej tkanki kostnej
i skfadu ciala. W podobny sposob przedstawiona zostala metodologia badar z zastosowaniem
obwodowej tomografii komputerowej kosci (pQCT) wraz z dokladnym opisem, w formie
tabelarycznej. wszystkich parametréw tomograficznej oceny koséca. Kolejny opis dotyczy
sposobu wyznaczania parametrow wytrzymatosciowych izolowanych kosci udowych oraz
piszczelowych w oparciu o trdjpunktowy test ugiecia dla probki o przekroju rury. W dalsze;j
czesei Autorka przedstawia metodologie analiz histologicznych kosci udowych oraz oznaczen
immunohistochemicznych dla ADR w chrzastce wzrostowej i beleczkach kostnych. Koncowe
fragmenty rozdzialu Material i metody przedstawiaja liste i podstawowa charakterystyke
wykonanych oznaczen biochemicznych, w tym markeréw obrotu kostnego. Generalnie,
calo$¢ opisow postepowan metodycznych spelnia podstawowe wymagania Sstawiane
wspolczesnym pracom badawczym, a wyniki $wiadczg o bardzo dobrym opanowaniu
warsztatu badawezego i jego znajomosci praktyczne;.

Analize statystyczng uzyskanych wynikéw autor przeprowadzila przy uzyciu
programu STATISTICA 13.1 PL, a wybor testow nalezy uzna¢ za odpowiedni dla tego typu
badan.

W rozdziale Wyniki Autorka prezentuje wyniki badan wlasnych w formie opisowej
(23 strony) oraz odwoluje si¢ do 13 tabel oraz 12 wykresow.

Na podstawie przeprowadzonych przez Autorke eksperymentéw na modelu szczura
wykazano, ze ADR we znajduje si¢ wszystkich strefach chrzastki wzrostowej oraz beleczkach
kostnych, zarowno wewnatrz- i zewnatrzkomérkowo. W dalszym toku prac nie stwierdzono
wplywu ADR na metabolizm tkanki kostnej u samic szczuréw z zachowana funkcja jajnikow.
Natomiast wskazano, ze podawanie ADR pozytywnie wplywa na metabolizm tkanki kostnej
w warunkach eliminacji funkcji hormonalnej jajnikéw. czego wyrazem sa zmiany w
wartosciach parametréw densytometrycznych, tomograficznych i wytrzymatosciowych kosci.
Zmiany stezenia markerow metabolizmu kostnego. tj. wzrost stezenia OST i bALP oraz
obnizenie stezenia NTx pod wplywem podawania ADR. jak réwniez zmiany w wartosciach
ww. parametrow wskazuja, ze protekeyjne oddzialywanie ADR na tkanke kostna wynika ze
stymulacji kosciotworzenia i hamowania resorpcji tkanki kostnej. Podsumowujac autorka
stwierdzila, Ze antyosteopeniczne dziatanie ADR w warunkach eliminacji funkcji
hormonalnej jajnikow moze by¢ punktem do dalszych badan nad mozliwoscia jej

wykorzystania terapeutycznego.



W Dyskusji, przeprowadzonej na 11 stronach, Autorka skonfrontowala swoje wyniki z
wynikami uzyskanymi przez innych autoréw i w jasny sposob uwypuklila istniejgce
rozbieznosel, co jest wykladnikiem krytycznego podejscia réwniez i do wiasnej pracy, ale
jednoczesnie jest dowodem doglebnej znajomosci opisywanych zagadnien oraz dobrego
opanowania warsztatu pisarskiego.

Whioski. Wnioski opracowane zostaly w konwencji 4 punktéw, ktére sa uogélnieniem

obserwacji zebranych w trakcie realizacji pracy. Nawigzuja one do postawionego celu pracy.

Z obowiazku recenzenta pragne zwrocié uwage na pewne watpliwosei oraz drobne
uchybienia zauwazone podczas czytania rozprawy.

Wstep

I. Str. 20 W akapicie opisujacym skutki osteoporozy, oprocz zlaman kregdw i
zlamania dalszej nasady kosci promieniowej. warto bylo wspomnie¢ réwniez o najbardziej
charakterystycznym i jednoczesnie najbardziej okaleczajacym osoby w podeszlym wieku
zlamaniu szyjki kosci udowe;.

Material i metody

. W rozdziale Marerial i metody brak Jest informacji na temat czasu w jakim
przeprowadzono eksperymenty na zwierzgtach. Podana data uzyskania zgody Komisji
Etycznej sugeruje, ze eksperymenty najprawdopodobniej przeprowadzono po 2015 .

2. Brak jest rowniez informacji na temat miejsca przeprowadzenia eksperymentw,
zabiegdw chirurgicznych oraz analiz histologicznych (jednoczesnie Autorka dokladnie
opisuje miejsce wykonania badan densytometrycznych i pQCT).

3. Pewien niedosyt budzi réwniez fakt niedolaczenia tabeli opisujacej skiad
zastosowanych pasz. Jest to wazne w kontekscie, czgSciowo opisywanego zreszty przez
Autorke we Wstepie, mozliwego wplywu poszczegdlnych skladnikow diety na stezenia i
dzialanie ADR w organizmie, a takze odwrotnie- wplywu podawania ADR na przyswajanie
poszczegdlnych sktadowych pokarmu.

4. Str. 31 Przy opisie wybranych testéw ELISA (adropina, OST, NTx, bALP) autorka
poshuguje si¢ pojeciem .,zakresu pomiarowego”, co wydaje si¢ niewystarczajgce. Generalnie
standardy w tym zakresie w opracowaniach naukowych obejmuja, oprocz metody oznaczen i
producenta zestawOw, podania czulosci i specyficznosci testu.

5. Str. 56. Autorka nieprawidlowo uzywa ,,ALP” zamiast bALP, a przeciez zdanie

odnosi sie do frakeji kostnej ALP.



Dyskusja

1. Str. 58 [cytuje] ..... réznice nie wykazujg cech istotnosei statystycznej...” Zdanie
powinno zosta¢ przeredagowane,

2. Str. 58 [cytuje] .....sg zbiezne z wynikami badan wlasnych”. W Dyskusji autorka
kilkukrotnie uzywa sformulowania .wyniki badan wiasnych™ co jest mylgce. poniewaz
sugeruje powolywanie si¢ na opublikowane wezesnie] wyniki badan nie bedace przedmiotem
recenzowanej pracy. Proponuje zastapienie tego sformulowania innym, jak na przyklad
.uzyskane wyniki” itp.

3. Str. 59 [cytuje] ..Mechanizmy przez ktore estrogeny oddzialujg na tkanke kostng nie
sa do konca znane.” Nie jest to prawda. zwlaszcza w ciggu ostatnich 10 lat nastapit bardzo
duzy postep wiedzy w tym zakresie. Autorka opisuje te mechanizmy poczynajac od
nastepnego akapitu.

4. Kontynuujgc (str. 59-61). Autorka na blisko 3 strony poswigca na relatywnie
dokladny opis molekularnych mechanizmow wplywu estrogenow na metabolizm tkanki
kostnej. co w zaden sposob nie odnosi si¢ do uzyskanych przez Autorke wynikéw. F ragment
ten, po skréceniu o co najmniej polowe, moglby ewentualnie stanowié¢ czes¢ wstepu
recenzowanej rozprawy doktorskie;.

5. Str. 6. Fragmenty [cytuje] (akapit 3) -.Oceny wplywu réznych czynnikéw na tkanke
kostna mozna dokonywaé na podstawie analizy masy...” oraz (akapit 4) .Jak juz
wspomniano wezesniej, DXA jest uznana metodg badania...”- nie powinny znajdowa¢ sie w
rozdziale Dyskusja.

6. Str 63. Omawiajac wyniki Autorka stwierdza. ze [cytuje} ..Brak istotnego wplywu
owaricktomii na parametry kosci zbitej i przekroju kosci stwierdzono réwniez w innych
badaniach”. Zdanie to powinno zosta¢ opatrzone odpowiednim komentarzem dotyczacym
czasu trwania cksperymentow. W dostepnej literaturze dotyczacej tematu mozna znalez¢
liczne prace dokumentujace odwrotng korelacje stezen estrogenow i parametrow
Jjakosciowych tkanki kostnej zbitej, ktéra ujawnia sie jednak po dhuzszym czasie obserwacji.
W opinii Recenzenta, brak tej zaleznosci w uzyskanych wynikach moze by¢ spowodowany
relatywnie krotkim czasem trwania eksperymentu.

7. Str. 65. [cytuje] Badanie cech mechanicznych izolowanych kogci na dziatanie sil
obcigzajgcych wykonano z wykorzystaniem ...” — zdanie to stanowi powtdrzenie z rozdziatu

material i metody”, powinno by¢ usuniete z Dyskusji.



8 Str. 68 W pierwszym akapicie autorka dwukrotnie uzywa sformulowania
zawartos¢ Ca 1 P we krwi”. W przedstawianym kontekscie powinny raczej byé ..stezenie Ca i
P we krwi”.

9. Str. 68. Brak referencji dotyczacych sformulowania [cytuje] ..Potwierdzeniem tych
przypuszezen sg dane literaturowe odnognie zaleznosci miedzy stezeniem krwi ADR iL-1, iL-
6 oraz TNF-alpha w stanach chorobowych przebiegajacych z objawami zapalenia.™

Whioski.

1. Pierwszy wniosek ., Adropina wykazuje immunoekspresje...” powinien by¢
przeredagowany.

2. Z punktu widzenia przedstawionych przez Autorke celow gléwnego i dodatkowego

pracy (Str.23), pierwszenstwo w kolejnosci powinien mie¢ wniosek nr 2.

Generalnie, poczynione uwagi maja charakter redakcyjny i nie wplywaja na
merytoryczng wartos¢ ocenianej dysertacji, a maja na celu uniknigcie niescistosci i powinny

by¢ uwzglednione przed oddaniem jej do druku.



Ocena koncowa

Rozprawa doktorska lek. wet. Hanny Predka jest wartosciowym opracowanieni.
Badania zostaly prawidlowo zaplanowane i zrealizowane w oparciu o adekwatne w stosunku
do zalozonego celu metody badawcze. Autorka wykazata si¢ odpowiednia znajomoscia
warsztatu metodycznego. potrafi t¢ umiejetnos¢ odpowiednio wykorzystywaé w pracy
cksperymentalnej, a otrzymane wyniki prawidlowo zinterpretowac.
W zakonczeniu przedkladanej recenzji stwierdzam, iz przedlozona do oceny rozprawa
doktorska lek. wet. Hanny Predka pt. ,,Ocena wplywu adropiny na metabolizm tkanki

Kostnej u szezuréw w warunkach ustalonej osteopenii” odpowiada warunkom

okreslonym w Art. 13 Ustawy z dnia 14.03.2003 r. o tytule i Stopniach naukowych oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki. W zwiazku z tym wnioskuj¢ do Rady Wydzialu

Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie o przyjecie rozprawy

doktorskiej lek. wet. Hanny Predka i dopuszczenie do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie  pragne podkredli¢c  zdecydowanie ponadprzecigtng
pracochlonnos¢ przeprowadzonych badafi oraz duzy potencjal aplikacyjny, dlatego tez

jednoczesnie wnioskuje do Wysokiej Rady o wyréznienie recenzowanej dysertacji.

Rafal Filip




