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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Aoife Corcoran

Tematem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej Aoife Corcoran jest:
»1esting calcemic and non-calcemic activities of new vitamin D2 analogues
via in vitro and in vivo studies”. Promotor pracy: Prof. dr hab. Ewa Marcinkowska
Zaktad Biotechnologii Biatek, Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet Wroctawski.

1) Ocena merytoryczna
a) trafnos¢ podjetej tematyki i jej oryginalnosé.

Witamina Ds;, naturalnie powstaje w skérze pod wplywem promieniowania
ultrafioletowego emitowanego przez storice, a nastepnie ulega sekwencyjnej modyfikacji
poprzez hydroksylacj¢ w watrobie i nerkach. Aktywna forma witaminy Ds; (kalcytriol,
1,25(0OH)2D3) petni istotng role w wielu procesach fizjologicznych, takich jak zachowanie
homeostazy wapniowo-fosforanowej oraz wplywa na prawidiowe dziatanie ukladu
nerwowego, migsniowego, immunologicznego oraz skory. Witamina D reguluje réwniez
wzrost i réznicowanie sig komorek, co zapewnia prawidtowy proces odnowy bariery
naskorkowej, czy tez dojrzewania komarek ukiadu odpornosciowego.

Od wielu lat obserwuje sie ogéinoswiatowy niedobér witaminy D, ktory zwigzany
Jest z znacznym ograniczeniem ekspozycji na Swiatlo stoneczne lub niedostateczng
suplementacjg. Oprocz klasycznych schorzen zwigzanych z niedoborem witaminy D
(osteoporozy czy krzywicy), jej niedobér wigzany jest ze zwiekszong zapadalnos$cig
lub nasileniem symptoméw wielu choréb cywilizacyjnych, w tym, nowotworéw. Co wiecej,
witamina D oraz jej pochodne skutecznie hamuje wzrost komorek nowotworowych,
zaréwno w badaniach in vitro, jak i in vivo oraz w licznych prébach klinicznych. Z uwagi
na mozliwo$¢ wystapienia hiperkalcemii, na skutek zastosowania wysokich dawek
1,25(0OH)2Ds3, poszukuje sie analogéw witaminy D cechujgcych sig wysoka aktywnos$cig
antyproliferacyjng i immunomodulacyjng ale o niewielki wpltywie na gospodarke
wapniowo-fosforanowa.




Rozprawa doktorska Aoife Corcoran $wietnie wpisuje sie w nurt najnowszych
badan, wigzac przewidywania teoretyczne dotyczgce modyfikacji struktury witaminy D
z badaniami aktywnosci nowo uzyskanych zwiazkéw in vitro i in vivo.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana, jako
monografia zgodnie z tak zwanym ,starym trybem” (zgodnie z Rozporzadzeniem MNiSW
z dnia 22 wrzesénia 2011 r., bedgcym nowelizacjg 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). Rozprawa zawiera, az 168 stron maszynopisu z bardzo licznymi rysunkami
| tabelami, ktore bardzo dobrze ilustrujg i podsumowuja omawiane zagadnienia. Warto
zwrdcic  uwage, ze cze$¢ prezentowanych badan w rozprawie, zostato juz
opublikowanych w kilku manuskryptéw, a Aoife Corcoran jest wspoétautorka pieciu
prac doswiadczalnych zwigzanych z tematyka rozprawy, w tym dwéch, jako
pierwszy autor, co $wietnie podkresla jej zaangazowanie w prace badawcza oraz
dojrzatos¢ naukowa.

b) ocena uzyskanych rezultatow

Gtowna czes¢ rozprawy doktorskiej Aoife Corcoran opiera sie na wynikach
badania aktywno$ci biologicznej trzech grup nowych pochodnych witamin D,. Warto
podkresli¢, ze zwigzki te powstaty w ramach miedzynarodowego Projektu DECIDE,
obejmujgcego syntezg i poszukiwanie analogéw witamin D. Pierwsza grupa byly
to geometryczne izomery 1,25(0OH),D, posiadajgce pojedyncze modyfikacje
w fancuchach bocznych (SPM). Druga grupa to analogi 1,25(0OH),D, posiadajgce dwie
modyfikacje (DPM). Trzecia grupe stanowity analogi (DPM) pozbawione wegla w pozycji
19 (19-nor). Autorka wykorzystujgc dobrze scharakteryzowany model komérkowy ostre;
biataczki szpikowej (linia HL60) poréwnata wplyw badanych zwigzkéw na proces
roznicowania sie komérek, przy uzyciu dwdch standardowych  markeréw
powierzchniowych: CD11b i CD14. Nastepnie porownywata uzyskane wyniki
do doswiadczalnie oznaczonego powinowactwa badanych zwigzkow do receptora dla
witaminy D (VDR). W przypadku obu grup analogéw DPM doktorantka zbadata rowniez
obecnos¢ receptora VDR oraz izoform czynnika transkrypcyjnego indukujgcego
roznicowanie si¢ komorek blastycznych - C/EBPa, we frakcji jgdrowej lizatow
komorkowych, po uptywie 24 oraz 72 godzin od podania zwigzkéw. W przypadku grupy
izomeréow DPM (79-nor) doktorantka wykazata rowniez podwyzszenie wzglednego
poziomu MRNA dla markera CD14 oraz biatka uczestniczacego w dezaktywacji witaminy
D (CYP24A1). Dodatkowo, autorka zbadata réwniez aktywacje szlaku sygnalizacyjnego
MAPK (fosforylacjg kinaz ERK1/2). W drugim rozdziale autorka prébowata odpowiedzie¢
na pytanie, dlaczego niektore linie komodrek biataczki nie odpowiadajg na stymulacje
analogami witaminy D stosujgc modulatory epigenetyczne (inhibitory metylotransferazy
DNA (DNMTi) oraz deacetylazy histonéw (HDACI)).




Wsrod najistotniejszych wynikéw sktadajacych sie na rozprawe doktorskg Aoife Corcoran
nalezy wymienic:

Wykazanie zaleznosci miedzy strukturg oraz modyfikacjami tfarcucha bocznego
analogow witaminy D, a ich aktywnoscig biologiczng, ze szczegbinym
uwzglednieniem badan nad izomerami geometrycznymi.

Wykazanie, ze wydtuzenie tancucha bocznego 1,25(0H).D; o jedng grup metylowg
lub dwie grupy metylowe moze zwiekszaé potencja przeciwbiataczkowy analogéw
witaminy D, a obrécenie faficucha bocznego (izomeryzacja geometryczna - 247),
dodatkowo modyfikuje te aktywnosc.

Wykazanie, ze izomeryzacja (5, 7E) obniza aktywnos¢ biologiczng analogéw
witaminy D, niezaleznie od wprowadzania dodatkowych modyfikacji (SPM, DPM).
Wykazanie, ze potrojna modyfikacja (zwigzek PRI-1743): izomer (5E, 7E), dodatkowa
grupa hydroksylowa przy C-22 oraz izomeryzacja 24R, prowadzi do catkowitej utraty
aktywno$ci biologicznej zwigzku. PRI-1743 bardzo stabo wigze sie do receptora VDR
i nie dziata rowniez, jako antagonista tego receptora.

Wykazanie, ze sita wigzania badanych analogéw witaminy D, do receptora VDR nie
zawsze odzwierciedla ich aktywno$¢ biologiczna, co wskazuje na istnienie — innych
czynnikéw wptywajacych na aktywnosé tych zZwigzkow.

Zbadanie, dwdch potencjalnych szlakow modulowanych przez witamine D i jej nowe
analogi. Wykazanie aktywacji czynnika transkrypcyjnego C/EBPa, oraz niewielkiej
aktywacji szlaku MAPK (fosforylacja kinaz ERK1/2) przez wybrane zwigzki.
Wykazanie, ze zwigzki PRI-5201 i PRI-5202 posiadaja podwyzszong w stosunku
do 1,25(0H).D3, aktywnosci biologicznej w tescie stymulacji réznicowania komérek
biataczkowych (linia HL60). Uzyskane wyniki korelowaty z podwyzszonym
powinowactwem badanych zwigzkéw do receptora VDR oraz z podwyzszong
eksp"resja gendéw CD14 i CYP24A1 (doktadnej wzglednym poziom mRNA).
Wykazanie, ze szereg badanych izomeréow (PRI-1907, PRI-5201 i PRI-5202)
charakteryzuje sie ostabionym wptywam na poziom wapnia u myszy, w poréwnaniu
do 1,25(0H);Ds;, co biorac pod uwage ich wysoka aktywno$¢ biologiczng, sugeruje
ich potencjalne zastosowanie w terapii biataczki oraz innych nowotwordw.

Wykazanie, ze zastosowanie modulatoréw epigenetycznych (DNMTi i/lub HDACI)
moze zwiekszaé¢ wrazliwosé linii biataczkowych (KG1 oraz HL60) na dziatanie
1,25(0H)2D3, co moze znalezé zastosowanie w planowaniu terapii.

Nalezy podkreslic, ze przedstawione do oceny wyniki badan, majg szereg

potencjalnych aplikacji praktycznych, zarowno, jesli chodzi o dalsze planowanie
modyfikacji witaminy D w kierunku wyzszej aktywnosci antynowotworowej przy
obnizonym wplywie na poziom wapnia, jak i w planowaniu samej terapii w oparciu
o najefektywniejsze analogi, ze szczegdlnym uwzglednieniem (PRI-5201 i PRI-5202).

¢) poprawnosé formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna.

Praca napisana jest po angielsku, a czytajacy nie ma problemu, ze zrozumieniem

jej tresci, ani z podgzaniem za logikg przedstawianych wynikéw. Bardzo pomocne sg
rowniez bardzo dobrze przygotowane schematy badanych zwigzkéw wraz z dobrym
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oznaczeniem modyfikacji. Praca jest bardzo obszerna (168 stron) stad tez autorka
nie unikneta niewielkich btedow, gtdwnie tak zwanych literowek. Np. w spisie tresci
,Leukemeia”.

2) Ocena metodologiczna
a) dobor literatury, umiejetnosci, wykorzystania Zrédeft

Aoife Corcoran bardzo dobrze porusza si¢ zaréwno w terminologii
chemicznej, klinicznej, jak i biochemicznej. Wstep do rozprawy zawiera liczne dobrze
dobrane odnoséniki literaturowe. Wydaje mi sig, ze o ile przedstawione informacje
dotyczgce modeli hematopoezy oraz klasyfikacji biataczek sg poprawne, to warto bytoby
uzupeic te informacje o dane z najnowszych publikacji, czy rekomendac;i.

b) poprawnosc formutowania probleméw i hipotez (zatozen badawczych).

Podjeta tematyka wiacza sie bardzo dobrze w nurt swiatowych badan nad nowymi
zwigzkami o wiasnosciach przeciwnowotworowych. Warto, zwrdcié uwage, ze jest to
kolejna praca doktorska bedaca efektem dziatania migdzynarodowego zespotu
skupiajacego badaczy z réznych dziedzin (Projektu DECIDE), ktéry konsekwentnie
zmierza do optymalizacji struktury pochodnych witaminy D, w kierunku zwiekszenia ich
aktywnosci biologicznej oraz obnizenia potencjalnych efektow ubocznych. Praca ta
swietnie charakteryzuje nowe pochodne witaminy D, wskazujgc na zwigzki
0 podwyzszonej aktywnosci w stosunku do naturalnie wystepujgcego kalcytriolu
(1.25(0OH).D3 oraz wyznaczajgc dalsze kierunki modyfikacji. Dodatkowym, atutem pracy
sq badania nad modyfikacjg epigenetyczng komodrek w celu podwyzszenia ich
aktywnosci na pochodne witaminy D. Z uwagi na obserwowane przez doktorantke
rozbiezhos$ci miedzy aktywnoscig analogéw a ich powinowactwem do VDR, ciekawy
jestem, czy analogi te testowane byly réwniez na liniach biataczkowych opornych,
lub obnizonej wrazliwosci na 1,25(0OH),Ds.

c) trafnosc doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnosé ich zastosowania.

Autorka wykorzystata klasyczng metode do badania aktywnosci zwigzkow
o charakterze przeciwnowotworowych na modelu linii biataczkowych opierajgcy sie
na zwigkszeniu si¢ ekspresji powierzchniowych antygenow CD11b oraz CD14 pod
wptywem  potencjalnych induktoréw réznicowania sig komorek. Do pomiarow
wykorzystata detekcje przeciwciatami oraz cytometrig przeptywowa. Autorka podijeta
rowniez proébe przesledzenia mechanizmu aktywacji réznicowania sie komérek linii
biataczkowych poddanych dziataniu nowych pochodnych witaminy D. W tym celu
zastosowata kompetycyjny test na wigzanie pochodnych witaminy D do receptora VDR
oraz zbadata translokacje receptora VDR do jadra komérkowego, aby wykaza¢ korelacje
migdzy aktywnoscia, a aktywacjg VDR, Dodatkowo, dla wybranych zwigzkéw (gtownie z
trzeciej grupy), autorka zbadata wplyw analogéw na poziom mRNA CD74 oraz CYP24A1
przy wykorzystaniu techniki Real Time PCR. Doktorantka postanowita réwniez zbadaé
alternatywne  mechanizmy indukcje réznicowania sig komorek, wykorzystujgc
immunologiczng detekcje czynnika transkrypcyjnego C/EBPa w ekstraktach jadrowych
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komorek HLB0, oraz fosforylacje biatek ERK1/2 (western blot). Dodatkowo, autorka
zastosowata EpiQ chromatin Assay Kit do zbadania rozluznienia (dostepnosci)
chromatyny w rejonie genu VDR. Badania te zasugerowaly istnienie potencjalnych
mechanizmow epigenetycznych wptywajgcych na ekspresje VDR w réznych liniach
biataczkowych.  Kontynuujac badania doktorantka wykazata wptyw = czynnikdw
epigenetycznych, w tym inhibitorow DNMTi i/lub HDACI na zwigkszenie wrazliwo$é linii
biataczkowych (KG1 oraz HL60) na dziatanie 1,25(0H),Ds. Na szczegblna uwage
zastuguja rowniez wyniki badan poziomu wapnia u myszy poddanych dziataniu nowych
analogow witaminy D.

O ile same przedstawione wyniki sg w zdecydowanej wigkszosci bardzo jasno
przedstawione, a ich interpretacja nie budzi zastrzezen, to z uwagi na funkcje recenzenta
mam kilka uwag i pytan. Wydaje mi sig, ze uzyskane dane wymagajg bardziej wnikliwej
analizy statystycznej, brak takiej analizy bardzo ogranicza mozliwosé wyciggania
wnioskow, a formutowanie wnioskow bez wykazania znamiennych statycznie wynikéw
jest niewskazane. Moje sugestie:

o Grafy przedstawiajgce ekspresje powierzchniowych markerdow (CD11b oraz CD14)
powinny pokazywac¢ wyniki poréwnania nie tylko dla poszczegolnych stezen
dla kazdego ze zwigzkow, ale rowniez pomiedzy poszczegdlnymi zwigzkami.

* W tabelach pokazujgcych wzgledng site wigzania zwigzkéw warto bytoby réwniez
pokaza¢ odchylania standardowe oraz wyniki analizy statystyczne;.

e Podobnie, grafy przedstawiajgce wyniki analizy densytometrycznej prgzkow
(np. Figura 7.5 i kolejne) réwniez mogtby byé wzbogacone o analize statystyczna.
Czy na rysunku - Figure 7.5, zaden z punktéw pomiarowych nie byt statystycznie
rozny od kontroli?

 Brakuje analizy statystycznej dla wynikow pomiaru wzglednej ilosci mRNA dla CD74
I CYP24A1 (Figure 7.16 1 7.17).

o W catej sekgji Il (od punktu 7.2) nie znalaztem informacji o analizie statystycznej
przedstawionej wynikow, chociaz trzeba przyznaé, ze w wiekszosci przypadkow
réznice miedzy badanymi grupami sg znaczne i dobrze interpretowane.

Pozwole sobie na jeszcze jedng uwage dotyczacg metody izolacii frakcji jadrowe;j.
Czy autorka sprawdzita, czy uzyskane frakcje jadrowe nie zawierajg biatek
cytoplazmatycznych, lub pochodzacych z innych organelli komérkowych. Warto réwniez
na przyszios¢ pomysle¢ o innym markerze frakcji jadrowej, bo B-aktyna jest biatkiem
charakterystycznym dla cytoszkieletu. Dodatkowo, aby zbada¢ wptyw badanych
analogow na translokacje VDR, czy C/EBPa do jgdra komérkowego, warto bytoby oceni¢
rowniez ilo$¢ badanych biatek we frakgji cytoplazmatyczne (lub w petnym lizacie
komorkowym).

Chciatbym podkresli¢, ze pomimo wyzej wymienionych uwag, bardzo wysoko
oceniam warsztat badawczy Aoife Corcoran, oraz znaczny jego rozwoj, oraz
konsekwentne planowanie i wykonywanie dos$wiadczen. Swiadczy o tym,
wielokierunkowa charakterystyka trzeciej grupy zwigzkow (19-nor) uwienczona
doswiadczeniami in vivo potwierdzajacymi obnizony wptyw na wapn w poréwnaniu
do 1,25(0H)2D3 u myszy.




d) poprawnosc uktadu pracy i struktury podziatu tresci.

Praca ma poprawny ukfad, zawiera doktadny spis tresci, bardzo istotny spis
skrotow, streszczenia w jezyku angielskim, bardzo obszerny wstep, cele pracy, materiaty
metody, rezultaty oraz dyskusje. Gtéwna czes¢ pracy koncza dobrze sprecyzowane
wnioski. Praca zawiera jeszcze dodatek, na ktéry sktadajg sie uzupetniajgce wyniki
uzyskane przez Aoife Corcoran w trakcie realizacji projektu doktorskiego. Praca zawiera
rowniez spis publikacji, ktorych jest doktorantka jest autorem, oraz spis rycin i tabel.

Zgodnie ze spisem tre$ci rozprawa doktorska zakoriczona jest listg cytowane;
literatury, chociaz ostatnim rozdziatem jest streszczenie w jezyku polski, ktére powinno
chyba znajdowac sig zaraz za streszczeniem w jezyku angielskim.

Z uwagi na funkcje recenzenta musze zwrécié uwage na kilka szczegotow, ktore
w zaden sposob nie obnizajg wartoéci merytorycznej ani naukowej ocenianej rozprawy:

¢ - W streszczeniu brak podsumowania lub proby sformowania ogélnych wnioskow.
Co jest gtownym osiggnieciem? Jak mozna je wykorzysta¢ w praktyce lub dalszych
badaniach?

* - Wstep jest troche za bardzo rozbudowany i wydaje mi sie, ze czesci dotyczgca
hematopoezy, opisu komorek krwi, oraz klasyfikacji biataczek sg zbyt diugie
I nie do konca odnoszg sie do wynikow badan przedstawionych. Z drugiej strony
stanowig swietng podstawe do artykutu przeglagdowego.

¢ Wydaje mi sie, ze wstep powinien zawieraé nieco bardziej rozbudowany rozdziat
dotyczgcy badan aktywnoéci pochodnych witaminy D na réznych modelach (in vivo,
in vitro) czy tez o badaniach klinicznych. (Bardzo krétkie podrozdziat 3.3.4)

3) wnioski konicowe (konkluzja).

Podsumowujac, monografia Aoife Corcoran oparta jest o bardzo dobrze
przygotowana seri¢ doswiadczen, zawiera dobrze opisane i zilustrowane wyniki
oraz poprawnie przeprowadzong dyskusje. Na dodatkowe podkreslenie zastuguje
fakt, ze spora czes¢ przedstawionych wynikéw zostata juz opublikowana,
a doktorantka jest autorem 5 manuskryptéw dotyczacych badan nad aktywnoscia
biologiczna analogéw witaminy D, w tym w dwéch z nich jest pierwszy autorem.
Uwazam, wigc ze przedstawiana do recenzji rozprawa doktorska spetnia wszystkie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim, dlatego tez pozwalam sobie
przedstawi¢c =~ Wysokiej Radzie  Wydziatu Biotechnologii, Uniwersytetu
Wroctawskiego we Wroctawiu, wniosek o dopuszczenie Pani Aoife Corcoran
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Dodatkowo wnioskuje o wyrdznienie
pracy z uwagi na znaczng ilosci przeprowadzonych badan, wskazujacych
na potencjalne zastosowania analogéw witaminy D w terapii nowotworéw oraz

na znaczny dorobek naukowy doktoranta.
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