Krakow, 30.06.2017

OCENA

Pracy doktorskiej mgr Aleksandry Marchwickiej,
doktorantki w Zaktadzie Biotechnologii Biatek

Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego

Tytut pracy:

"Regulacja receptora dla witaminy D (VDR) przez dwie Sciezki sygnatowe"

Poznanie mechanizmédw molekularnych odpowiedzialnych za rozwdj
biataczek jest podstawg opracowania skutecznych, celowanych terapii,
mogacych przetamywac blokade réznicowania oraz kontroli proliferacji i
apoptozy komorek. Waznymi biatkami regulujgcymi roézinicowanie i cykl
komérkowy w czasie hematopoezy sg receptory kwasu retinowego (RARs),
nalezagce do nadrodziny receptorow jgdrowych. Jednym z przyktadéw
wykorzystania wiedzy z zakresu biologii molekularnej w praktyce klinicznej jest
zastosowanie kwasu all-trans retinowego (ATRA) w ostrych biataczkach
promielocytowych  charakteryzujgcych  sie  translokacjg  t(15;17) i
powstawaniem biatka fuzyjnego RAR-PML. Badania komérek hodowanych in
vitro oraz analizy wzrostu nowotworéw indukowanych u zwierzat
laboratoryjnych wskazuja, ze réwniez 1,25-dihydroksy-witamina D3 (1,25D3)
wigzac sie do receptora jagdrowego VDR moze hamowac cykl komoérkowy i
indukowaé¢ program rdéznicowania komodrek nowotworowych. Badania
epidemiologiczne takze wskazujg na zwigzek miedzy poziomem 1,25D3 a
rozwojem nowotworéw. Pochodne 1,25D3 moggace aktywowac¢ VDR, a
jednoczednie majace obnizony potencjat kalcemiczny, sg uwazane za
potencjalnie wartosciowe leki w terapiach przeciwnowotworowych, zwtaszcza
w kombinacji z innymi lekami.

Wiadomo, ze szlaki zalezne od VDR i RAR s3 od siebie zalezne. Szczegoty
tych interakcji nie sg jednak jasne, a przy tym prawdopodobnie odmienne w

roznych liniach komdrkowych. Zrozumienie zasad wzajemnej regulacji oraz
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wyjasnienie mechanizméw ich specyficznosci komorkowej jest kluczowe dla
projektowania terapii z wykorzystaniem ligandéw RAR i VDR. Zagadnienie to
stato sie tematem rozprawy doktorskiej pani mgr Aleksandry Marchwickiej.
Gtéwnym zadaniem Doktorantki byto okreslenie czy receptory kwasu
retinowego regulujg transkrypcje genu kodujgcego VDR. Celem pracy byto
przede wszystkim wskazanie ktory z receptorow (RARa, RARP czy RARy) jest
odpowiedzialny za takg regulacje oraz czy regulacja ta prowadzi do
zahamowania czy nasilenie aktywnosci szlaku zaleznego od VDR. Doktorantka
zamierzata rowniez sprawdzié¢ jakie inne szlaki mogg regulowac¢ ekspresje VDR.
Pani mgr Aleksandra Marchwicka skupita sie na regulacji RAR i VDR w
komoérkach linii biataczkowych, uwzgledniajgc zaréwno poziom ekspresji
badanych gendw jak i wptyw aktywacji kodowanych przez nie biatek na
ekspresje markerdw rdéznicowania mieloidalnego. Temat pracy jest wiec

interesujgcy i moze stanowi¢ punkt wyjscia do planowania badan nad

mozliwoscia wykorzystania 1,25D3 w indukcji réznicowania komoérek
biataczkowych.
Realizacja projektu wymagata zastosowania przez Doktorantke

klasycznych technik biologii komorki. Zestaw metod wykorzystywanych w
badaniach byt niewielki i ograniczat sie do analizy ekspresji gendw na poziomie

MmRNA (qRT-PCR) oraz biatka (western blotting z frakcji jadrowej i

cytoplazmatycznej komdrek oraz podstawowa analiza cytometryczna

pojedynczych antygendéw powierzchniowych). Dzieki dobremu zaplanowaniu
doswiadczen i zastosowaniu specyficznych agonistow badanych receptoréw
oraz specyficznego wyciszenia gendw za pomocg sekwencji shRNA
(wprowadzanych wektorami plazmidowymi lub lentiwirusowymi) mozna byto
uzyskaé wiarygodng odpowiedz na postawione w pracy pytania.

Badania przeprowadzone zostaty przez Doktorantke z wykorzystaniem
kilku linii komdrkowych: ostrej biataczki erytroidalnej M5 (KG1), ostrej
biataczki promielocytowej M2 (HL60) i M3 (NB-4), ostrej biataczki
monocytowej M5a (MOLM-13 i NOMO-1) oraz chtoniaka histocytarnego
(U937). Komérki hodowane byty w standardowych warunkach.

Najwazniejsze, moim zdaniem, wyniki uzyskane przez Doktorantke to i)
wykazanie, ze ATRA wptywa na ekspresje VDR gtdwnie poprzez receptor RARa

a sekwencja regulatorowa odpowiedzialna za ten wptyw zlokalizowana jest w

wuky
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promotorze 1a miedzy -1935 bp a -464 bp od miejsca startu transkrypcji, ii)
wykazanie ze warianty transkrypcyjne VDR wrazliwe na regulacje przez ATRA
to VDR 1a i 1g, oraz iii) wykazanie roli genu fuzyjnego FGFR10P2-FGFR1 w
indukcji niewrazliwosci komérek KG1 na 1,25D3.

Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Marchwickiej liczy 189 stron
maszynopisu, w tym 57 rysunkéw i fotografii oraz 20 tabel. Cytowane
piSmiennictwo to 443 pozycje. Praca zbudowana jest w sposéb klasyczny i
obejmuje: Streszczenie, angielski Abstract, rozdziat

Wste P, OSObny

przedstawiajgcy Hipoteze i Cele Badawcze, Materiaty i Metody, Wyniki,
Dyskusje i wyodrebnione w osobny rozdziat Wnioski. Cato$¢ poprzedzona jest
Spisem Tresci i Wykazem Skrétéw, a zakoriczona Spisem Rysunkdéw, Spisem
Tabel, Wykazem Publikacji Doktorantki oraz Bibliografig. Zaréwno kompozycja
pracy jak i zawartos¢ poszczegdlnych czesci sa prawidtowe, a Spis Tresci oraz
Wykaz Skrotéw sg dobrze przygotowane i utatwiajg lekture pracy. W spisie
skréotéw wkradto sie kilka btedow literowych (np. w stowie "inositol") czy
edytorskich (np. transtyretyna zaréwno jako nazwa polska jak i angielska), ale
nie majg one znaczenia merytorycznego. Bfednie natomiast okreslone s3
komorki CLP i CMP — progenitory linii limfoidalnej i mieloidalnej nie sa
komodrkami pluripotencjalnymi, podobnie HSC — hematopoetyczne komorki
macierzyste sg komdrkami multipotencjalnymi, nie pluripotencjalnymi.

Streszczenie jest napisane poprawnie, cho¢ ma nieco zaburzone
proporcje — zbyt dtuga jest cze$¢ wstepna, nie ma natomiast informacji o
metodyce. Niemniej Streszczenie (podobnie jak angielski Abstract)
przedstawia wnioski z najwazniejszych doswiadczen i dobrze podsumowuje
prace. Warto jednak zauwazy¢, ze cele pracy wspomniane w Streszczeniu,
choé odpowiadajg informacjom uzyskanym w wyniku badan, nie sg tozsame z
celami przedstawionymi w gtdwnej czesci pracy (w Streszczeniu podkreslone
jest poszukiwanie przyczyn opornosci komérek na 1,25D3).

Liczacy 47 stron Wstep jest prawidtowo skomponowany i napisany
ciekawie, cho¢ moim zdaniem jest zbyt obszerny i zbyt mato selektywny. Czes$é
informacji nie jest bezposrednio zwigzana z tematem pracy i moze sugerowac
znacznie szerzej zaplanowane badania. Niemniej Wstep dostarcza wielu
istotnych wiadomosci i

dobrze $wiadczy o znajomosci tematu przez

Doktorantke. Rozpoczyna sie od opisu mielopoezy, koncentrujgc sie nie tyle

wdy
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na procesie, co na cytokinach i czynnikach transkrypcyjnych ktére go reguluja.
Sporo uwagi poswieca Doktorantka ostrym biataczkom szpikowym, omawiajgc
ich klasyfikacje, patogeneze i najczesciej wystepujagce mutacje. Kolejnym
poruszanym we Wstepie tematem s3 receptory jadrowe, zwiaszcza te
bezposrednio zwigzane z hematopoezg i biataczkami — RAR i VDR. Ich opis jest
Scisle zwigzany z tematem badan. Zwrdcenie przez Doktorantke uwagi na
kontrowersje i niejasnosci wynikajgce z odmiennych wynikéw publikowanych
przez rézne zespoty dobrze uzasadnia celowo$é podejmowania dalszych prac.
Ostatnia cze$s¢ Wstepu poswiecona jest terapii indukujacej réznicowanie
komodrek nowotworowych.

Wstep napisany jest komunikatywnym jezykiem, cho¢ zawiera sporo
powtdrzen i zyskatby na skondensowaniu stylu. Lepiej unikaé zdan takich jak
na str. 13, informujacych ze "rozwdj z komoérki o potencjale do tworzenia
wszystkich rodzajow komorek krwi do komorki o ograniczonym potencjale az
do komoérki zréznicowanej, zwigzany jest ze stopniowa utratg potencjatu do
roznicowania" bo to dwukrotne powtdrzenie tej samej informacji innymi
sfowami. Niektore fragmenty sg bardzo ogodlnikowe i moim zdaniem zbyt
uproszczone. Mogg sugerowal regulacje opisywanych aktywnosci przez
pojedyncze cytokiny (np. sprowadzenie regulacji cyklu komdrkowego HSC do
dziatania TGFB i TNFa) lub zawierajg informacje niespdjne, jak np. na str. 15,
ze biatko ¢/EBPa zwigzane jest z blokadg proliferacji i réznicowania w kierunku
granulocytéow, a na str. 16, ze c/EBPa prowadzi do rdznicowania linii
granulocytarnej. By¢ moze wynika to z bftedu stylistycznego w pierwszym
zdaniu, niemniej korekta Wstepu potgczona z wyborem bardziej precyzyjnego
stylu bytaby korzystna. Sg tez jednak fragmenty bardzo dobrze napisane,
porzadkujgce wiedze (np. opis czynnikdow transkrypcyjnych regulujgcych
mielopoeze, opis mutacji kinaz tyrozynowym w biataczkach czy tez opis
struktury i funkcji VDR). Wstep ilustrowany jest przejrzystymi schematami,
utatwiajgcymi lekture. Opisy rycin sg jasne i doktadne, z prawidtowymi
odnosnikami do prac zrédtowych.

Zdarzajg sie we Wstepie btedy stylistyczne, wynikajgce gtéwnie z
dostownego ttumaczenia tekstu i zachowania sktadni angielskiej. Zbyt czesto
moim zdaniem stosowany jest tez zwrot "ostatnie badania wskazuj3", gdyz

cytowane prace pochodzg czasem sprzed ponad 10 lat (np. na str. 29 "ostatnie
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doniesienia" odnoszg sie do pracy z 1992 roku). Sg to jednak uchybienia o
charakterze edytorskim, nie majgce wptywu na wartos¢ merytoryczng tekstu.

Pod wzgledem merytorycznym Wstep napisany jest prawidtowo i
Swiadczy o dobrym przygotowaniu Doktorantki. Niemniej powiela on btedne
okreslanie hematopoetycznych komodrek macierzystych i progenitorowych
jako komorek pluripotencjalnych. Niektére stwierdzenia wydajg mi sie tez zbyt
mocne — np. ze receptor jgdrowy przy braku liganda zwigzany jest z
korepresorami (str. 37). To prawda, ale nie dla wszystkich receptoréw
jadrowych. Nie nazywatabym réwniez ciatek jgdrowych organellami (str. 54).
Generalnie jednak interpretacja prezentowanych prac jest ostrozna i
prawidtowa, a Wstep dobrze wprowadza do tematyki badan i uzasadnia ich
podjecie. Cele pracy wyodrebnione w osobny rozdziat sg jasno sformutowane,
z zaznaczeniem gtéwnego zagadnienia i szczegétowych pytan na ktéra
Doktorantka chce odpowiedziec.

Doktorantka na 21 stronach opisuje metody stosowane w pracy. Opisy
te sg prawidtowe i doktadne, w petni wystarczajgce do powtdrzenia
przeprowadzonych doswiadczen. Na uznanie zastuguje bardzo doktadny opis
wykorzystywanych linii komdrkowych, z uwzglednieniem wystepujgcych w
nich mutacji. Brakuje mi natomiast informacji o liczbie powtdrzen
niezaleznych doswiadczen. Takie dane powinny sie znalez¢ albo w ogdlnym
opisie metodyki, albo w opisie rycin. Mam jedynie dwie drobne uwagi
dotyczace opisu przedstawionych metod:

- Przy opisie okreslania zywotnosci komérek chodzito o roztwér btekitu
trypanu a nie o roztwér trypanu (str. 73).

- Nie ma informacji ktore biatko HDAC (str. 77) byto wykorzystywane
jako kontrola czystosci frakcji jadrowej. To istotne, bo niektéore biatka HDAC
mogg by¢ usuwane z jadra do cytoplazmy, np. w odpowiedzi na stres
oksydacyjny.

Wyniki (zajmujgce 42 strony) sg szczegdétowo opisane i zilustrowane
odpowiednimi wykresami oraz zdjeciami. Co wazne, Doktorantka dazy do
opisania dos$wiadczen tak, by wida¢ byto logiczne zwigzki miedzy kolejnymi
etapami prac i cel ten udaje jej sie osiggng¢. Moim zdaniem bardzo dobrym
pomystem jest krétkie wprowadzanie w temat przed opisem doswiadczenia. Z

jednej strony moze to by¢ uznane za umieszczanie elementow Dyskusji w
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Wynikach, z drugiej jednak ufatwia sledzenie toku rozumowania Autorki i
zasadnos¢ kolejnych krokéw. Przy wieloetapowych badaniach taki sposdéb
prezentacji jest prawidtowy. Warto podkresli¢, ze Doktorantka wyraznie
zaznacza, ktére analizy wykonywane byty z pomocg innych osdb.

Pierwsza czes¢ opisu Wynikéw dotyczy badan regulacji VDR przez
retinoidy i 1,25D3. W badaniach analizowano ekspresje genu na poziomie
MRNA i biatka. W przypadku analiz czynnikow transkrypcyjnych to moze nie
by¢ wystarczajgce. Zastanawiam sie dlaczego Doktorantka nie zdecydowata sie
na zastosowanie wektoréw reporterowych regulowanych przez sekwencje
wigzaca VDR, ewentualnie testu EMSA. Niemniej wnioskowanie na temat
aktywnosci transkrypcyjnej na podstawie ekspresji dobrze dobranego,
regulowanego przez VDR genu targetowego jest metoda posrednig, ale
racjonalng. Wyniki sg opisane jasno i przekonujgco. Mam jedynie kilka uwag i
pytan dotyczgcych tej czesci pracy:

- Na rycinie 20B, pokazana jest analiza western blot dla VDR we frakgji
jgdrowej i cytoplazmatycznej. Biatkiem referencyjnym jest aktyna, a sygnat dla
aktyny z jadra i cytoplazmy jest zblizony. Jaka byta czystos¢ frakcji jgdrowe;j?
Czy na podstawie przedstawionych wynikow (Ryc. 20B i Ryc. 21) mozna
sugerowac na czym polega regulacja biatka VDR przez 1,25D3?

- Podobnie na Ryc. 28 jedynym biatkiem kontrolnym jest aktyna, cho¢ tu
sygnat z aktyny we frakcji jadrowej jest znacznie stabszy. Lepiej bytoby
dodawad zawsze np. lamine jako biatko charakterystyczne dla frakcji jadrowej,
tak jak na Ryc. 34B, przy czym jakos¢ niektdrych przedstawionych zeli (np. 34B
— RARa czy 35C — lamina) jest staba.

- Wybor markerdw powierzchniowych wskazujgcych na réznicowanie w
kierunku monocytéw (CD14) i granulocytéw (CD11b), zwtaszcza przy analizie
pojedynczych antygendw, jest dyskusyjny. Bardzo prosze Doktorantke o jego
uzasadnienie.

- Doktorantka pisze, ze poziom CD14 (a raczej procent komodrek
wykazujgcych ekspresje CD14) jest obnizony w komérkach NOMO-1
traktowanych 1,25D3 i ATRA w poréwnaniu do tych traktowanych jedynie

1,25D3 (Ryc. 24E). Taki wniosek wydaje mi sie zbyt mocny.

wdy
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- Mam watpliwosci co do mozliwosci interpretacji danych
przedstawionych na Ryc. 26 (zwtaszcza dotyczacych linii KG1). Bardzo duze
SEM sugerujg problemy techniczne przy wykonywaniu doswiadczen lub analiz.

- Ryc. 35A wskazuje, ze wyciszenie ekspresji RARa w komodrkach KG1
prowadzi do wzrostu ekspresji VDR. Wzrost ekspresji jest tez wywotywany
podaniem liganda RAR — ATRA. Jak zdaniem Doktorantki mozna to
interpretowac?

- Doktorantka wspomina, ze w komérkach HL60 z wyciszong ekspresja
VDR wazrost frakcji komérek wykazujacych ekspresje powierzchniowg CD14 w
odpowiedzi na 1,25D3 jest nizszy o 11% niz w przypadku linii z normalnym
poziomem VDR. Czy taka rdznica mozie by¢ zdaniem Autorki istotna
biologicznie? Ktdra informacja o istotnosci statystycznej jest prawdziwa — ta
podana w Wynikach (p=0.0066, str. 109) czy w Dyskus;ji (brak istotnosci, str.
132)?

- Czesciej stosuje sie nazwe swietlik niz robaczek sSwietojanski na
okreslenie rodzaju Photinus z ktdérego pochodzi lucyferaza uzywana w
doswiadczeniach.

W drugiej czesci Wynikow Doktorantka opisuje regulacje genu VDR w
komoérkach KG1 transfekowanych plazmidami w celu wyciszenia RARA. Nie
udato sie uzyska¢ prawidtowego narzedzia do analizy wptywu RARA w
komodrkach KG1, gdyz wiele badanych parametréw zmieniato sie podobnie w
linii z wyciszong ekspresjg RARA i transfekowanej plazmidem linii kontrolnej,
wyraznie wskazujgc na efekt procedury a nie wprowadzonej sekwencji.
Stosowana w niektorych doswiadczeniach przez Doktorantke kontrola
"ratunkowa" z komorek transdukowanych wektorami lentiwirusowymi nie jest
moim zdaniem prawidtowa i nie uwazatabym interpretacji takich wynikéw za
wiarygodng. Bardzo podoba mi sie natomiast konsekwencja Doktorantki w
probie zrozumienia przyczyny nieoczekiwanego efektu transfekcji. Dzieki tej
dociekliwosci okazato sie, ze uzyskano bardzo dobre narzedzie do zbadania
roli genu fuzyjnego FGFR10P2-FGFR1 (mutacji charakterystycznej dla linii
KG1). W konsekwencji mozliwe byto wykazanie, ze inaktywacja genu
fuzyjnego przywraca wrazliwos¢ linii KG1 na 1,25D3, co wydaje mi sie jednym
z ciekawszych uzyskanych wynikéw. W zwigzku z tg czesécig pracy mam tylko

jedng uwage: Doktorantka pisze, ze badata czy podwyiszony poziom VDR
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wynika ze zwiekszonej translacji lub stabilnosci biatka (str. 115). Podobne
stwierdzenie pojawia sie w dyskusji (str. 134). Prezentowana jest jednak
jedynie analiza ekspresji VDR na poziomie mRNA ze standardowych hodowli.
Takie dane nie dajg informacji na temat poziomu translacji, stabilnosci
transkryptu czy stabilnosci biatka. Prosze o komentarz.

Dyskusja jest stosunkowo krétka, zajmuje 14 stron i skupia sie przede
wszystkim na podsumowaniu uzyskanych wynikow oraz ich omoéwieniu w
Swietle wczesniej opublikowanych prac. Porzadkuje uzyskane dane i podkresla
najwazniejsze wnioski. Jest dobrze i przekonujgco napisana, ilustrowana
dobrymi schematami. Niektdre stwierdzenia wydajg mi sie nieco zbyt mocne,
ale mimo to Dyskusja nie staje sie zbyt spekulatywna. Doktorantka pisze
miedzy innymi, ze wszystkie wczesniej omdwione badania ("wszystkie te
badania", str. 125) sugerujg negatywny wptyw 1,25D3 na indukowane przez
ATRA rdznicowanie granulocytarne. Kilka zdan wczesniej pisze jednak, ze
wyniki analiz przedstawiane w roéznych pracach wskazuja na synergizm,
addycje, brak efektu lub antagonizm 1,25D3 i ATRA. By¢ moze niespdjnos¢ jest
efektem btedu stylistycznego. Wydaje mi sie tez, ze okreslenie nadrzednego
celu prowadzonych prac (str. 126) jako zbadanie mechanizmu regulacji VDR
przez receptory RAR jest zbyt ambitne, gdyz badania nie byty zaprojektowane
na zrozumienie podstaw molekularnych poszczegdlnych etapow regulacji, a
raczej na wskazanie regulowanych szlakéw lub potwierdzenie bezposredniego
wptywu na poziom ekspresji. Lepsze jest sformutowanie celéw w podrozdziale
Hipoteza i Cele Badawcze. W dyskusji wkradto sie tez btedne odniesienie do
ryciny 22 (str. 126), ktéra dotyczy ATRA a nie 1,25D3.

Whioski sformutowane sg jasno, precyzyjnie i znajdujg potwierdzenie w
wynikach doswiadczeA. Bytabym jedynie ostrozna w jednoznacznym
interpretowaniu wynikoéw uzyskanych z komérek bez stymulacji ATRA jako
efektéw dziatania RAR niezwigzanego z ligandem. Trudno bowiem catkowicie
wykluczyé obecnos¢ ligandéw lub ich substratéw w hodowli, zwtaszcza przy
zastosowaniu 10% FBS.

Praca pod wzgledem edytorskim przygotowana jest dobrze, zawiera
bardzo niewiele btedéw literowych i nieco wiecej interpunkcyjnych.
Pojawiajgce sie niezrecznosci stylistyczne typu "zmiana ekspresji nie ulegta

zmianie" sg do$¢ czeste, ale poza nielicznymi wyjgtkami nie wptywajg na
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zrozumienie tekstu i w zaden sposdb nie zmieniajg wartosci merytorycznej
pracy.

Podsumowujgc, badania opisane przez Doktorantke dotyczg bardzo
ciekawych zagadnien. Dzieki wykorzystaniu dobrze zaplanowanych uktadéw
doswiadczalnych pozwolity na wyciggniecie wartosciowych i wiarygodnych
whnioskow, mimo wykorzystywania stosunkowo waskiego zestawu metod
analitycznych. Uwazam, ze Doktorantka prawidtowo zrealizowata zatozone
cele badawcze i stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spetnia
wszystkie wymogi rozprawy doktorskiej. W zwigzku z tym prosze wysoka rade
Woydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie pani

mgr Aleksandry Marchwickiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,
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