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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Aoife Corcoran
pt.: "Testing calcemic and non-calcemic activities of new vitamin D2 analogues via in-vitro

and in-vive studies”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Aoife Corcoran wykonana
zostata w Zakladzie Biotechnologii Bialek, na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego, pod kierunkiem prof. dr hab. Ewy Marcinkowskiej. Przedstawiona mi do
recenzji dysertacja liczy 168 ponumerowanych stron, w tym wstep oraz przeglad literaturowy
zajmuja 43 strony, oméwienie badan wlasnych wraz z opisem uzytych zwigzkow i aparatury 74
strony, dyskusja wynikéw i wnioski 18 stron. Ponadto zamieszczony jest spis odnos$nikéw
literaturowych. Praca doktorska, posiadajaca bardzo staranng szatg graficzng, dotyczy czynnosci
biologicznej analogéw witaminy D>. Nalezy wigc uznaé, Zze opisane w recenzowanej pracy
badania mgr Aoife Corcoran pozostaja w $cistym zwiazku z tematykg badawczg, realizowang od
szeregu lat przez prof. Ewe Marcinkowska i jej wspotpracownikow.

Przedstawi¢ teraz moja opini¢ o kolejnych czgsciach recenzowanej pracy. Na samym
poczatku tekstu znajduje si¢ zestaw skrotow stosowanych w tekscie dysertacji, a nastepnie
krotkie streszczenie obejmujace podstawowe informacje o hormonie witaminowym 1a,25-
(OH)Ds i jego analogach, zwlaszcza pochodnych 10,25-(OH)D», a takze bardzo zwiezle
przedstawienie badan opisanych w pracy doktorskiej wraz z najwazniejszymi wnioskami.

Nastepnie, Doktorantka rozpoczyna przeglad literaturowy zaczynajac od oméwienia
hematopoezy. Tak wigc, przedstawia rézne modele hematopoezy, opisujac przy tym wlasciwosci
elementéw morfotycznych krwi oraz drogi przeksztalcen hematopoetycznych komorek
macierzystych oraz ich rol¢ w krwiotworzeniu. Kolejny podrozdzial poswiecony jest biataczce, a
dokladniej ostrej biataczce mieloblastycznej (szpikowej), ktora jest jedna z czedciej
spotykanych form (80%) tej choroby u ludzi dorostych. Doktorantka doktadnie omawia
klasyfikacj¢ tej choroby zgodnie z systemem WHO, przedstawiajac istotne dane na temat jej
patogenezy, metod terapeutycznych oraz ich skutecznosci. Przechodzi nastepnie do opisu

modeli komérkowych uzywanych do badania ostrej biataczki szpikowej, obejmujacych pigé
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linii komérkowych, m. in. KG1 oraz HL-60. Informuje przy tej okazji o odkryciu, ze 1a,25-
(OH)2Ds indukuje roéznicowanie komoérek linii HL-60 do monocytow. Te wiasnie obserwacie
spowodowaly tak znaczne zainteresowanie licznych grup badawczych na calym swiecie synteza
analogdbw hormonu witaminowego i badaniem ich zdolno$ci réznicujacych komérki
nowotworowe w celu znalezienia potencjalnych lekéw w terapii biataczki. Ostatni podrozdziat
wstepu poswigcony jest witaminom grupy D. Doktorantka skupia sie na witaminach D> i Ds,
omawiajac ich aktywne metaboliczne formy powstajace w wyniku enzymatycznego
hydroksylowania, zwraca takze uwagg na problemy zwiazane z ich toksycznoscia. Po zwieztym
omowieniu receptora witamin D (VDR) przechodzi do aktywnosci biologicznej kompleksu
hormon witaminowy-VDR oraz jego roli transkrypcyjnej. Wyniki badan, wskazujacych na to, ze
1a,25-(OH)2Ds reguluje ekspresje ponad 200 genéw, a dla VDR zidentyfikowano w genomie
ponad 2700 miejsc wiazacych, daje pojecie o roli witamin D w funkcjonowaniu organizméw
zywych. W koncowej czgsci rozdzialu Doktorantka krotko omawia modyfikacje strukturalne
analogéw 10,25-(OH):D;, otrzymanych na drodze syntetycznej, oraz wskazuje jakie zwigzki
witaminowe znalazly juz zastosowanie terapeutyczne. Szkoda jednak, Ze przy podawaniu tak
istotnych danych nie zamiescita wzoréw strukturalnych tych witamin — znacznie utatwiatoby to
zorientowanie sig, jakie zmiany budowy tych B-sekosteroidéw okazaly sie obiecujace.
Nastepnie Doktorantka przedstawia glowne cele swych badan, obejmujace:
a) znalezienie analogéw 10,25-(OH).D; o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym
(antybiataczkowym); przy tej okazji opracowanie metody ustalania ich wiazalnosci z
VDR;
b) zbadanie dlaczego niektére komorki, stosowane dla badan ostrej bialaczki
szpikowej, nie reagujg na 1a,25-(OH):Ds, inne natomiast ulegaja réznicowaniu.
W kolejnych rozdziatach pracy podane sa struktury analogéw 1a,25-(OH):Da, ktorych badania
opisane sa w pracy. Struktury te dokumentujg bliska wspdtprace prof. Ewy Marcinkiewicz z
prof. Andrzejem Kutnerem, w ktorego zespole, w Instytucie Farmaceutycznym w Warszawie,
przeprowadzono syntezy tych zwigzkéw. Po wymienieniu zastosowanych do badan
odczynnikéw, linii komérkowych oraz wykorzystanej aparatury, opisane sg techniki pracy z
biatkami (m.in. zestaw stuzacy do badan wigzalnosci VDR z analogami witaminowymi) oraz
RNA i DNA. Osobny podrozdziat zwigzany jest z badaniami aktywnosci kalcemicznej witamin
prowadzonymi in vivo na myszach.
Glowna czg$¢ pracy opisuje juz rezultaty badan Doktorantki nad trzema seriami
zwigzkéw witaminowych. Zaczynaja si¢ one od ustalenia aktywnosci biologicznej czterech

analogéw 1a,25-(OH)Dy, roznigcych si¢ budows tancucha bocznego. Jest to pierwsza badana
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seria zwigzkéw (PRI-1906, PRI-1907, PRI 1916 oraz PRI-1917), charakteryzujgcych sie
przedtuzonym i rozgatezionym tancuchem bocznym, posiadajacym ukiad sprzezonego dienu o
réznych konfiguracjach jednego z podwojnych wigzan. Doktorantka postanowila ustali¢, jak te
elementy strukturalne - dlugos¢ lancucha bocznego i konfiguracja wigzan - wplywaja na
aktywnos¢ roznicujacg komorek linii HL-60 czterech wyzej wymienionych zwiazkow i
poréwnac uzyskane wyniki z aktywnoscig hormonu witaminowego lub 1a,25-(OH),D,. Okazalo
si¢, ze wszystkie testowane analogi charakteryzowaly si¢ wigksza aktywnoscia roznicujacg od
hormonu witaminowego. Ustalono ponadto, ze w przypadku analogéw o mniej rozgalezionym
koncu tlancucha bocznego (PRI-1906 i PRI-1916), nie obserwuje sie znacznych rdznic
aktywnosci, podczas gdy dla analogéw o bardziej rozgatezionym lancuchu bocznym, zmiana
konfiguracji wigzania podwdjnego pomiedzy weglami 24 a 25 odgrywa znaczaca role,
faworyzujgc zwiazek o (24E)-konfiguracji. Te obserwacje zachecily Doktorantke do ustalenia i
poréwnania wigzalnosci badanych zwigzkéw z VDR. Wszystkie analogi okazaly sie w tym
tescie mniej aktywne od 1a,25-(OH):Ds, zaobserwowa¢ mozna jednak silng zaleznosé
wigzalnosci od struktury lancucha bocznego: w przypadku analogéw o mniej rozgatezionym
koncu fancucha bocznego zwiazek o (24Z)-konfiguracji (PRI-1916) byt ponad o$miokrotnie
bardziej aktywny, podczas gdy dla izomeréw geometrycznych o bardziej rozgatezionym
tancuchu bocznym, zaleznos¢ ta byta przeciwna.

Interesujacg modyfikacjg strukturalng analogéw witamin D jest odwrocenie konfiguracji
wigzania podwojnego pomiedzy weglami 5 i 6, czyli utworzenie (5E,7E)-izomeréw. Stusznie
wige, Doktorantka postanowila przebada¢ kolejna serie zwiazkow, posiadajacych odwrécona
konfiguracj¢ wigzania podwdjnego polaczonego z pierscieniem A. Byly to analogi PRI-1730
(ten zwigzek z ,normalng” konfiguracja na C-5, dla poréwnania) oraz witaminy oznaczone
symbolami od PRI-1731 do PRI-1734, rozniace si¢ budowa laricucha bocznego. W pierwszej
serii testow Doktorantka ustalita, jakie zdolnosci réznicujace maja badane analogi, prowadzac
badania na komérkach linii HL-60. Wszystkie testowane zwiazki okazaly si¢ wyraznie mniej
aktywne od wzorcowych: 1a,25-(OH)D2 i 10,25-(OH).Ds, osiggajac poziom ok. 50%
zréznicowanych komoérek przy stezeniach wyzszych przynajmniej o rzad wielkosci.
Najaktywniejsze okazaly si¢ zwiazki dos¢ drastycznie rdznigce si¢ budowa: PRI-1730, PRI-1731
i PRI-1733; pierwszy z nich ma (5Z)-konfiguracje i podstawnik 22-hydroksylowy, drugi jest
(5E)-izomerem 10,25-(OH)Da, a trzeci (5E)-izomerem 24-epi-1a,25-(OH)D;. Zmiana
konfiguracji 5Z — SE w zwiazku PRI-1730 spowodowata drastyczny spadek aktywnosci
(analogi PRI-1732 i PRI-1734). Kontynuujgc swe badania, Doktorantka zbadata takze poziom
biatka receptorowego — VDR w jadrach komoérek HL-60 po potraktowaniu ich 1¢,25-(OH)D; i
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la,25-(OH)D;, oraz analogami o symbolach od PRI-1730 do PRI-1734. Okazalo sie, ze
wszystkie testowane analogi stabiej podnosza poziom nuklearnego VDR w pordéwnaniu z
wzorcowymi witaminami, przy czym najaktywniejsze byly analogi PRI-1731 i PRI-1733, czyli
(5E)-10,25-(OH);D; oraz jego 24-epimer. Takze w przypadku tej drugiej serii testowanych
zwiazkéw Doktorantka postanowita zbada¢ ich powinowactwo do VDR. Podsumowujac wyniki
przeprowadzonych testow Doktorantka zauwaza, ze tylko jeden ze zwigzkdéw, a mianowicie
PRI-1731, zachowal kilkukrotnie zmniejszong (w poréwnaniu z naturalnym hormonem)
zdolnos$¢ wigzania si¢ z receptorem, natomiast pozostate analogi stabo wigzaly sie z VDR. Z
danych przedstawionych w Tabeli 7.2. wynika jednak, ze PRI-1730 miat bardzo zblizong
wartos¢ ICso — wyglada na to, ze jego wartos¢ RBA zostata zle wyliczona (powinna wynosi¢
22.4). Biorac pod uwage to, ze analog PRI-1734 nie mial praktycznie zadnych zdolnosci
roznicujacych, ani nie byl w stanie podnies¢ poziomu VDR w jadrach komoérkowych,
Doktorantka postanowita sprawdzi¢, czy zwigzek ten nie wykazuje wlasciwosci
antagonistycznych. Przeprowadzone testy na komoérkach HL-60 traktowanych lgcznie tym
zwiazkiem i hormonem witaminowym wykluczyty jednak taka mozliwosé.

Kolejng, badang przez Doktorantke, serig zwigzkow byly tzw. 19-norwitaminy, czyli
zwigzki pozbawione ugrupowania egzometylenowego przy C-10. Zwigzkami wzorcowymi byty:
analog PRI-1907, a takze PRI-5100 (paricalcitol) i jego 24-epimer PRI-5101. Badaniami
aktywnosci w testach in vitro oraz in vivo objeto analogi PRI-5104 z 23-hydroksylem oraz
zwigzki PRI-5201 i PRI-5202. Najpierw, tak jak w przypadku poprzednich serii badan,
Doktorantka okreslita aktywno$¢ réznicujaca testowanych analogéw. Okazato sie, ze oba
zwigzki PRI-5201 i PRI-5202, posiadajgce tancuchy boczne analogiczne jak w poprzednio
badanych analogach PRI-1906 i PRI-1907, sg znacznie bardziej aktywne niz zwiazki wzorcowe;
analog PRI-5104 z dodatkowa grupa 23-hydroksylows charakteryzowat si¢ najmniejsza
aktywnoscig. Stwierdzona w tych testach wysoka aktywno$é PRI-5201 i PRI-5202 sktonita
Doktorantke do przeprowadzenia doktadniejszych badan, poréwnujacych aktywnosé réznicujaca
wszystkich testowanych witamin w wigkszym zakresie stezen niz stosowane poprzednio.
Uzyskane wyniki potwierdzily poprzednie obserwacje — zwiazek PRI-1907, jego 19-nor analog
PRI-5202 oraz 19-norwitamina PRI-5201 z mniej rozgal¢zionym laficuchem bocznym - byly
znacznie bardziej aktywne od 1a,25-(OH),D;: pierwszy z nich ok. dziesieciokrotnie, a pozostale
trzydziesto- i szesnastokrotnie. Dalsze badania nad 19-norwitaminami i zwigzkami wzorcowymi
polegaly na ustaleniu ich wplywu na poziom jadrowego VDR w komérkach linii HL-60.
Doktorantka ustalita, Ze i tym razem zwigzkami o najwyzszej aktywnosci byty 19-norwitaminy
PRI-5201 i PRI-5202. W kolejnym tescie Doktorantka okreslata zdolno$¢ wigzania sie badanych




analogow z VDR i okazalo sig, ze ich powinowactwo do receptora nie koreluje ze zdolno$cia do
roznicowania komorek HL-60. Niestety, sledzenie tych zalezno$ci jest utrudnione, poniewaz
podane w Tabeli 7.5. wartosci ICso zwiazkoéw oraz ich wartosci RBA nie zgadzaja si¢ dla
wszystkich badanych analogéw oprécz PRI-5104. Przykladowo - dlaczego PRI-5201 miatby
wykazywa¢ wigksze powinowactwo do VDR od 1a,25-(OH)D; skoro ma wieksza warto$é
ICs0? Watpliwosci moglyby by¢ rozwiazane przez analize wykresow obrazujacych zaleznosci
dawka-efekt testowanych witamin (Figure 10.5.), jednak z przedstawionych na str. 140
krzywych nie mozna dokfadnie wyliczy¢ wartosci ICso.

Sporo uwagi poswigcita nastgpnie Doktorantka badaniom aktywnosci transkrypcyijnej
analogéw witamin D, poréwnujac ja z dziataniem 1a,25-(OH)Ds. I tak, okazalo sig, ze analogi
PRI-1907, PRI-5201 i PRI-5202 znacznie silniej od hormonu witaminowego indukujg ekspresje
biatka CD 14 (zwlaszcza w zastosowanym stezeniu 1 nM). Podobne zaleznosci znalazia
Doktorantka badajac transkrypcje enzymu CYP24A41, odpowiedzialnego za 24-hydroksylowanie
la,25-(OH),D;3, prowadzace do jej degradacji.

Po zbadaniu aktywnosci in vitro analogéw, Doktorantka przystapila do bardzo waznego
fragmentu swych badan, jakim bylo ustalenie kalcemicznosci testowanych zwiazkéw. Ten test in
vivo polegat na pomiarach poziomu wapnia w osoczu krwi myszy po podaniu im odpowiednich
dawek witamin. Po przeprowadzeniu badan okazato si¢, ze najnizsza aktywno$¢ charakteryzuje
analogi PRI-1907 i PRI-5202, jednak pozostate testowane witaminy (PRI-5100, PRI-5101, PRI-
5104 1 PRI-5201) - cho¢ bardziej od nich kalcemiczne - wykazujg znacznie mniejsza aktywno$é
od 1a,25-(OH)2D:.

W koricowej czgsci badan wiasnych Doktorantka przeprowadzila szereg interesujacych
eksperymentOw starajgc si¢ ustali¢, jakie czynniki moga wspomoéc dziatanie 10,25-(OH),Ds
roznicujace komoérki nowotworowe linii HL-60 oraz KG1.

W kolejnej czgsci pracy, obejmujacej dyskusje nad otrzymanymi wynikami, Doktorantka
stusznie podkreslita, ze pomimo dos¢ szeroko zakrojonych badan nad potencjalnym
zastosowaniem witamin grupy D do leczenia ostrej biataczki szpikowej, prowadzonych do tej
pory przez liczne grupy badawcze, zagadnienie struktura — aktywno$¢ tych zwiazkow
wymaga dalszych poglebionych studiéw. Trzy interesujace serie analogéw 1a,25-(OH),Da,
otrzymane w Instytucie Farmaceutycznym przez czlonkéw zespotu prof. Andrzeja Kutnera,
znakomicie nadawaly si¢ do badan, realizowanych przez Doktorantke. W rozdziale tym
przedstawia Ona podsumowanie swych eksperymentéw, skupiajac sie na analizowaniu
obserwowanych réznic aktywnosci zwiazkoéw i laczac je z okreslonymi modyfikacjami

strukturalnymi obecnymi w ich czasteczkach. Dyskusje te czyta si¢ z zainteresowaniem, chociaz
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z korzyscig dla jej klarownosci byloby pewne skrocenie tekstu i skoncentrowanie si¢ na
najwazniejszych rezultatach. Zgodzi¢ si¢ wypada z Doktorantka, ze z trzech serii badanych
zwigzkow, tylko dwa z nich, a mianowicie analogi PRI-5201 i PRI-5202, majg szans¢ na
terapeutyczne zastosowanie. Tak wigc, bardzo obiecujace modytikacje strukturalne czasteczki
witaminy D polegaja na: (a) obecnosci w niej wydtuzonego, usztywnionego wigzaniami
podwdjnymi lancucha bocznego z terminalng grupa hydroksylows, oraz (b) usunigciu
ugrupowania egzometylenowego przy C-10.

Z przeprowadzonych przez Doktorantk¢ badan nad ustaleniem, czy 10,25-(OH)Ds
moze, wspoldzialajac z innymi modulatorami epigenetycznymi, stymulowaé réznicowanie
komorek nowotworowych, ktére nie zachodzi pod dzialaniem samego hormonu witaminowego,
wynika Ze jest to mozliwe. Dane te sugeruja, ze VDR jest czesciowo regulowany mechanizmami
epigenetycznymi.

W koncowych konkluzjach Doktorantka na jednej stronie podsumowuje swe
najwazniejsze ustalenia, podajac je w dziewigciu punktach — taki lapidarny sposéb ich
prezentacji uznac nalezy za bardzo udany.

Praca napisana jest poprawnym jezykiem, trafiajg si¢ w niej wprawdzie bledy literowe i
stylistyczne, jednak jest ich na tyle mato, ze nie jest celowe ich wymienianie. Nieliczne usterki
omawianego przeze mnie tekstu podatem juz w poprzednich fragmentach mojej recenzji.
Chcialbym w tym miejscu podzieli¢ si¢ pewna watpliwoscig dotyczaca klasyfikowania
niektorych badanych witamin do grup z pojedyncza lub podwdjng modyfikacjg strukturalng
(single-point, double-point modification). Moje zastrzezenia przedstawi¢ na przykladzie zwigzku
PRI-1504, zakwalifikowanego (Figure 5.3., str. 51) do grupy z pojedyncza modyfikacja.
Analizujac budowg tego analogu dostrzegam nie jedng, a trzy modyfikacje: (a) w lancuchu
bocznym — grupa 23-OH, (b) we fragmencie hydrindanowym pierscieni B/C — odwrocenie
konfiguracji na C-14, (c) w pierscieniu A - usunig¢cie ugrupowania egzometylenowego przy C-
10.

Recenzowana dysertacja doktorska zawiera bogaty 1 interesujacy material
eksperymentalny. O bieglosci eksperymentalnej Autorki $wiadcza starannie wykonywane,
nietatwe eksperymenty, opisane w badaniach wilasnych i prawidlowo zinterpretowane.
Przeprowadzone przez Doktorantk¢ badania wskazuja, moim zdaniem, na Jej peing dojrzatosé
naukows. Jestem przekonany, ze zbadane przez Nig witaminy grupy D i obserwacje
poczynione podczas ich biologicznej ewaluacji wzbogacajg naszg wiedze nad niedostatecznie

jeszcze poznanym zagadnieniem ich aktywnosci.



Biorgc pod uwage szeroko zakrojone studia Doktorantki nad aktywnoscia biologiczna
licznych witamin D o zréznicowanej strukturze, nie moze dziwi¢ Jej znaczny dorobek
publikacyjny — badania zwigzane z przedstawiona dysertacja opublikowane zostaty w czterech
artykulach, w recenzowanych czasopismach naukowych o znacznym wspotczynniku
oddziatywania (IF), a takze w artykule przegladowym.

W konkluzji stwierdzam z catym przekonaniem, ze przedstawiona mi do recenzji praca
doktorska spetnia wszystkie wymagania stawiane przez Ustawe o Stopniach i Tytule Naukowym
z dnia 14 marca 2003 roku oraz wnosz¢ o dopuszczenie mgr Aoife Corcoran do dalszych

etapoéw przewodu doktorskiego.
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