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Rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Marchwickiej dotyczy regulacji receptora dla
witaminy D (VDR). Jako model badawczy wybrano ostre bialaczki szpikowe (AML). W AML
w procesie hematopoezy, dochodzi do blokady szlaku réznicowania komorek linii mieloidainej,
co powoduje nagromadzenie niedojrzalych komorek  oraz brak ich rdznicowania
do monocytéw/makrofagéw. W wigkszosci przypadkéw AML pozostaje chorobg nieuleczalna.
Jednak duze nadzieje wigze sic z ,terapig celowana” z wykorzystaniem zwigzkow indukujacych
réznicowanie blastobw m.in. w kierunku monocytarno-makrofagowym lub granulocytarnym.
Do takich substancji  zaliczamy kwas calkowicie trans-retinowy (ATRA) oraz
1,25-dihydroksywitamine D3 (1,25D;). W swojej pracy Doktorantka postawita hipoteze,
ze receptory kwasu retinowego regulujg transkrypcj¢ genu kodujacego VDR. Ostre biataczki
szpikowe pozostaja wyzwaniem dla wspéiczesnej medycyny a otrzymane przez Autorke wyniki
moga byé przydatne w opracowaniu skutecznej, bardziej efektywnej terapii réznicujacej komorki
blastyczne w kierunku monocytéw/makrofagow lub granulocytow.

Ocena poprawnosci struktury rozprawy

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska liczy 189 stron maszynopisu i ma uktad
typowy dla prac eksperymentalnych. Rozprawa rozpoczyna sie wykazem stosowanych skrotow
i streszczeniami w jezyku polskim i angielskim. Po nich nastgpuje bardzo obszerny liczacy 47 stron
Wstep, ktory wprowadza czytelnika w zakres badarn opisanych w rozprawie. Po Wsigpie
Doktorantka zamiescila Hipoteze i cele badawcze, opis Materialow i metod (21 stron), Wyniki
(42 strony), Dyskusje (14 stron), Wnioski, Spis Rysunkow i Tabel. Rozprawa zakonczona jest
Wykazem publikacji, ktéry jest zestawieniem dorobku naukowego Doktorantki (9 publikacji
wsp6lautorstwa Doktorantki bezposrednio zwiazanych 2 rozprawa) oraz Bibliografig (443 pozycje).
Praca ilustrowana jest 57 rysunkami. Umieszczono w niej 20 tabel.

str. 1



Ocena merytoryczna rozprawy

Wstep teoretyczny ocenianej rozprawy jest bardzo obszerny (47 stron). Oméwione W nim
zostaly wszystkie zagadnienia konieczne dla zrozumienia zaréwno celéw rozprawy, jak i logiki
wykonywanych badari. W przystepny i komunikatywny spos6b opisano mielopoezg, ostre biataczki
szpikowe (AML) i ich patogeneze. Doktorantka zwrdcita réwniez uwage na deregulacje sciezek
sygnatowych oraz znaczenie mutacji w genach czynnikéw transkrypcyjnych w AML. W trzeciej
czesci wstepu odniosta sie do receptoréw jadrowych ze szczegdlnym uwzglednieniem receptorow
dla witaminy D oraz witaminy A. Ostatnia czwarta cz¢$¢ Wstepu poswigcona jest terapii
indukujacej roéznicowanie w odniesieniu do ostrych biataczek szpikowych. Lektura Wstgpu
niewatpliwie dokumentuje duza wiedz¢ Autorki w przedmiocie rozprawy. Uwazam jednak ten
rozdziat za zbyt rozbudowany. Uwaga ta jednak nie zmienia mojej pozytywnej oceny rozdziatu.

Cel pracy to bardzo zwigzle przedstawienie (w kilku punktach) konkretnych celow
badawczych zrealizowanych w toku badaf. Cele pracy sa jasno sprecyzowane i zgodne
Z tematem rozprawy.

Material i metody zostaly opisane w osobnych podrozdziatach. Na uwage zastuguje
zastosowanie szerokiego wachlarza badad doswiadczalnych. W podrozdziatach 3.1-3.8
Doktorantka wymienita stosowane materialy wraz z podaniem Zrodet odczynnikow oraz
zastosowana aparature. Podrozdzialy te zostaly zredagowane bardzo dokladnie. Niektore
informacje, jak np. rodzaj stosowanej wirdwki nie majg praktycznego znaczenia dla jakosci
do$wiadczen i moim zdaniem moglyby zosta¢ pominigte.

W podrozdziatach 3.9 —3.23 przedstawiono metody, ktére zostaly prawidiowo dobrane
do realizacji zatozonych celéw. W mojej opinii zrgczniej byloby umiesci¢ opis metody facznie
z wykorzystanymi odczynnikami (tabelka z wyodrebnionymi odczynnikami + opis metody
w jednej przestrzeni). Tego typu zabiegi redakcyjne sprzyjatyby logicznej spdjnosci opracowania
Materialéw i metod. Ogolnie w opisie niektérych metod zbrakto mi doktadniejszych informacji
umozliwiajacych powtdrzenie badan. Doktorantka adekwatnie dobrata model badawczy, gdyz
biataczkowe linie komérkowe stanowig dobry model in vitro dla badaf mechanizméw réznicowania
komérek nowotworowych.

W podrozdziale 3.10 (Okreslenie stopnia zréznicowania komorek w cytometrii przeplywowej)
nie uzasadniono dlaczego komoérki kontrolne (niestymulowane ATRA i/lub IFN) traktowano
etanolem? Czy komérki kontrolne nie powinny byé hodowane w tym samym medium hodowlanym
i przez analogiczny okres czasu jedynie bez obecnosci stymulatoréw a nastepnie poddane takiej
samej procedurze znakowania przeciwciatami jak komérki stymulowane? Zwracam réwniez uwagg,
ze etanol czesto wykorzystywany do utrwalania i/lub permeabilizacji komdrek moze przyczyniaé
si¢ do znaczacego spadku wigzania przeciwcial z komorkami. Wedtug standardowej procedury
antygeny powierzchniowe znakowane s3 na komorkach nieutrwalonych. W podrozdziale 3.10
zabraklo mi réwniez informacji o sposobie analizy cytometrycznej antygenéw CD14 lub CDI1 1b.
Czy oceniano odsetek komérek pozytywnie wyznakowanych przeciwciatami monoklonalnymi? Czy
tez okreslano gestosé antygenu na powierzchni komorek?

Podrozdzialy 3.14, 3.15 oraz 3.16 opisuja rozne metody frakcjonowania komorek. Zabrakto
mi jasnego wyjasnienia w jakim celu zastosowano trzy r6zne metody? Celem optymalizacji?
Ponadto, ktéra z metod zostala ostatecznie wykorzystana? W poszczeg6lnych sposobach
frakcjonowania zabraklo mi podania stgzenia inhibitorow proteaz i fosfataz. Ponadto, nie byt dla
mnie jasny system wykorzystania 1,25D3 i/lub ATRA: w podrozdziale 3.14 — zastosowano tylko
1,25Ds, w podrozdziale 3.15 nie podano informacji o wykorzystaniu 1,25D; i/lub ATRA, natomiast
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w podrozdziale 3.16 wykorzystano 1,25D; oraz ATRA. Dlaczego w poszczeg6lnych metodach
frakcjonowania stosowano rézne czasy inkubacji komorek z 1,25D; i ATRA?

W podrozdziale 3.19 Doktorantka podaje, ze komorki inkubowano z 1,25D3 i/lub ATRA
lub agonistami/antagonistami RAR ,,przez okreslony dla danego eksperymentu czas”. Jaki to czas?

W poszczegélnych podrozdzialach Materialow i metod zabraklo mi informacji w ilu
powtdrzeniach przeprowadzono poszczegélne eksperymenty oraz ktore linie komorkowe
wykorzystano do poszezegdlnych eksperymentéw? Dla lepszej przejrzystosci stosowanych metod
i zaplanowanych do$wiadczen mozna bylo przedstawic¢ schemat poszczeg6lnych doswiadczen.

Wyniki pracy to szeroka analiza regulacji genu VDR przez retinoidy oraz przez szlak
FGFR1. Przeprowadzenie tak obszernej analizy wymagato duzej skrupulatnosci i nakladu pracy.
Interpretacja uzyskanych wynikow jest prawidtowa. Generalnie wysoko oceniam jakos¢ techniczng
wynikéw oraz poprawnos¢ wyciaganych wnioskéw. W tej czesci recenzji pragng jednak poruszy¢
kilka kwestii, co do ktorych mam uwagi lub watpliwosci.

- Wyniki licznych doswiadczen i analiz przedstawiono wylacznie w formie obrazowej
w postaci wykreséw. Zabraklo mi kilku zbiorczych tabel, ktore przedstawiatyby wyniki rowniez
w formie numerycznej, co utatwiatoby ich zrozumienie.

- W ocenie poziomu ekspresji genéw VDR, CYP24AI lub RAR brakuje mi informacji/wzoru
przedstawiajacego jak okreslono poziom ekspresji badanego genu? Jak obliczono ekspresje
wzgledng (RQ)? Doktorantka nie wyjasnia tego w Materialach i metodach, nie czyni tego rowniez
w Wynikach. Natomiast na wykresach przedstawiajgcych ekspresj¢ genu zamieszczono skrot RQ
bez objasnienia co on oznacza. Czytelnik, o ile nie jest dobrze wprowadzony w tematyke, moze nie
wiedzie¢ z czym ma do czynienia.

- Nie jest dla mnie jasne dlaczego poziom ekspresji genu CYP24A1 oceniano tylko po 96h
a poziom ekspresji genu VDR po 24, 48, 72 i 96h. By¢ moze dla jasnosci nalezato przedstawic
schemat analiz na skali czasu (np. w Materialach i metodach).

- Podrozdzial 4.1.4. a takze podrozdziaty 4.1.15 i 4.2.1 - ponownie zwracam uwage
na nieprecyzyjnosé¢ okreslenia ,pomiar ekspresji markerow powierzchniowych”. Badajac ekspresj¢
markera/antygenu mozemy ocenia¢ powszechnos¢ jego wystepowania tzn. na ilu komdrkach
wystepuje (parametr wyrazany w %). Dodatkowa charakterystykg jest okreslenie sily ekspresji
badanych antygendéw, np. jak licznie wystepuje on na powierzchni ocenianych komérek, co jest
przedstawiane jako intensywno$¢ fluorescencji / ilos¢ miejsc wigzacych przeciwciato. Doktorantka
stosuje okredlenie ,zaobserwowano podwyiszony poziom markera ..” Podczas gdy na rycinie
przedstawiono odsetek komorek wykazujgcych ekspresjg CDI14 lub CD11b. W zwigzku z tym
co oznacza MCF (mean channel of fluorescence) — w podpisie ryciny 54 (podrozdziat 4.2.7)?
Szkoda, ze Doktorantka oceniajac zmiang ekspresji markeréw CD14 i CD11b pod wplywem 1,25D;
lub ATRA nie przedstawita przykladowych obrazéw z analizy cytometrycznej.

- Podrozdziat 4.1.5 - zabraklo mi krétkiego uzasadnienia dlaczego wplyw selektywnych
agonistéw receptora RAR na ekspresje genu CYP2441 oceniono tylko w liniach HL60 i KGlI.
Dlaczego nie wykorzystano innych linii biataczkowych réwniez w kolejnych analizach?

- Podrozdziat 4.1.12 - Autorka podaje, ze linie komérkowe HL60 i KG1 poddano stymulacji
1,25D; lub ATRA przez 24h, 48h, 72h i 96h. Nastepnie zbadano profil ekspresji czynnikow
transkrypcyjnych C/EBP. Dlaczego, wige na wykresach (Rys. 39 i 40) przedstawiajacych otrzymane
wyniki umieszczono czas inkubacji 3h, 24h i 96h? Ktory czas jest whasciwy. Niestety tych czasow
inkubacji nie mozna zweryfikowac siegajac do Materialéw i metod.



- Podrozdziat 4.1.13 - Lini¢ KG1 poddano stymulacji 1,25D; i/lub ATRA przez 3h, 24h, 48h,
72h i 96h (str. 105). Dlaczego wigc na rys. 42A-42D przedstawiono wyniki uzyskane wylacznie dla
czaséw 3h, 24h, 96h. Czasy inkubacji 48h i 72h zostaly pominigte. Ponadto, z danych zawartych
na rysunku 42 wynika ze jednoczesne traktowanie komorek 1,25D; + ATRA wskazuje na efekt
synergistyczny. Dlaczego jednak w tym przypadku nie podano wynikow dla réznych punktéw
czasowych? Jaki byt czas inkubacji z 1,25D3 + ATRA (Rys. 42A-42D)?

- Rys. 46: na wykresach umieszczono czasy stymulacji 3h, 24h i 96h a w podpisie rysunku
podano informacje, ze komérki stymulowano 1,25D; lub ATRA przez 24h, 48h oraz 96h.

Dyskusja jest oméwieniem znaczenia uzyskanych wynikéw. Nie mam zastrzezen do tej
czesci rozprawy. Autorka umiejetnie konfrontuje uzyskane wyniki z rezultatami przedstawionymi
w literaturze naukowej. Rozdziat ten jest podsumowaniem catosci danych do$wiadczalnych, wobec
tego Doktorantka w naturalny sposéb odwotuje si¢ do efektéw doswiadczen opisanych w rozdziale
Wyniki, uzupetniajac je o dodatkowg analize i komentarz. Autorka podzielita Dyskusje na dwa
podrozdziaty tematyczne, ktore porzadkuja informacje oraz ulatwiajg czytanie. Doktorantka
wzbogacita Dyskusje o trzy ryciny, co dodatkowo potwierdza zdolnosdci Autorki do trafnego
wyciggania wnioskéw. Podobnie wysoko oceniam jasno sformutowane Whioski, ktére odpowiadaja
na wyznaczone cele. Wnioski znajduja pokrycie w przeprowadzonych badaniach i uzyskanych
wynikach.

Chciatabym réwniez podkreslié, ze w Wykazie publikacji mgr Aleksandra Marchwicka
wyszczegolnita publikacje swojego autorstwa i wspétautorstwa, ktorych tematvka wigze si¢
Z TOZprawa.

Bibliografia pracy jest bardzo obszerna, liczy az 443 pozycje przedstawiajace zagadnienia
zwigzane z tematem badaf. Wykorzystywane pozycje W przewazajace] czesci sg to prace
anglojezyczne z okresu 1978-2016. Najnowsze pismiennictwo (2010-2016) stanowi ok. 19%
przywolywanej bibliografii. Recenzent nie ma wickszych zastrzezen odnosnie sposobu
wykorzystania przedstawionych prac. Tak duza liczba cytowanych pozycji $wiadczy o duzej
dociekliwoéci w gromadzeniu informacji z piSmiennictwa sSwiatowego Z zakresu badan
przeprowadzonych przez Doktorantke. Z drugiej jednak strony moze nasuwaé watpliwosci co do ich
rzeczywistego i wlasciwego doboru. Szczegolnie intrygujace jest powolanie si¢ na pracg
opublikowana w jezyku koreanskim (poz. 156). W spisie literatury brak jest konsekwencji W jej
sporzadzaniu:

— W pozycjach 218, 344, 357, 369, 370 brak jest roku wydania publikacji,

— W pozycjach 309, 328 brakuje tytulu czasopisma (podano wylgcznie tytut publikacji)

— W wigkszosci pozycji Doktorantka podaje rok, miesigc, tom i numery stron. Jednak

w niektorych pozycjach (np. 41-44, 46, 75, 77, 90, 91, 93, 161, 180) brakuje miesigca.
Doktorantka czasami podaje numer czasopisma.

Ocena strony edytorskiej rozprawy

Rozprawa zostala napisana poprawnym jezykiem polskim. Cata praca napisana bardzo
starannie, praktycznie bez bledéw typograficznych. Pojedyncze bledy literowe: ,,bedacej” powinno
brzmie¢ bedacej, ,,wartosci roznice si¢” powinno brzmiec: wartosci roznigce sig, ,,przprowadzone”
powinno brzmie¢: przeprowadzone; ,.komorki” powinno byé: komérki. Przy przygotowywaniu
przysztych prac warto unika¢ wspomnianej powyzej braku konsekwencji w sporzadzaniu
bibliografii.
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Podsumowanie recenzji

Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Marchwickiej pt.: ,,Regulacja receptora dla witaminy
D (VDR) przez dwie sciezki sygnalowe” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Doktorantka w rozprawie wykazata sie znajomoscia swojej tematyki badawczej oraz umiejetnoscia
interpretacji i wyciggania wnioskéw z przeprowadzonych bada. W swojej pracy Doktorantka
zaprezentowala zréznicowany warsztat metodyczny, co podnosi wiarygodno$¢ uzyskanych
wynikéw. Wyniki otrzymane przez Doktorantke otwieraja dalsze perspektywy badawcze oraz
aplikacyjne. Przedlozona rozprawa doktorska potwierdza umiejetnosé samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej. Chciatabym podkreslié, ze przedstawione przeze mnie watpliwosci i powyzsze
uwagi maja jedynie charakter polemiczny. Nie umniejszaja one wartosci naukowej rozprawy, a
dotycza gléwnie sposobu prezentacji wynikéw i s3 jedynie sugestig, ktorg Autorka moze
wykorzystaé podczas przedstawiania rezultatéw badan w przyszlosci. Moja recenzja jest jak
najbardziej pozytywna.
W zwigzku z powyzszym stwierdzam, Ze przedstawiona do recenzji praca spelnia wszystkie
wymogi ustawowe stawiane rozprawom doktorskim i wnosz¢ do Rady Naukowej Wydzialu
Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie mgr Aleksandry Marchwickiej
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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