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Ocena rozprawy doktorskiej
Pani mgr Hanny Baurskiej
p.t. ,Badanie zalezno$ci funkcji indukcji réznicowania komoérek ostrych biataczek szpikowych
od struktury analogéw witamin D, oraz D;”
wykonanej w Zaktadzie Biotechnologii Biatek Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego

pod kierunkiem Pani Profesor dr hab. Ewy Marcinkowskiej

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dotyczy badan zmierzajgcych do wybrania
analogéw witaminy D w celu wykorzystania w terapii przeciwbiataczkowej. Dziatanie genomowe
aktywnych form witaminy D wymaga wnikniecia do wnetrza komorki i potaczenia liganda z
receptorem jgdrowym witaminy D (VDR). Biatka VDR nalezg do nadrodziny receptoréw jadrowych,
czyli czynnikéw transkrypcyjnych regulowanych przez ligand. Heterodimery biatek VDR z biatkami
RXR, takze receptorami jgdrowymi, moga oddziatywac¢ z odpowiednimi elementami odpowiedzi
(VDRE) w regionach promotorowych regulowanych genéw. Wejscie aktywnej formy witaminy D do
kieszeni wigzacej ligand powoduje takie zmiany konformacyjne w biatku VDR, ktére prowadza do
dysocjacji korepresorédw transkrypcji, rekrutacji koaktywatoréw transkrypcji i we wspoétdziataniu z
innymi czynnikami transkrypcyjnymi prowadzi do aktywacji regulowanych genéw. Produkty gendw
aktywowanych przez receptor jadrowy VDR biorg udziat w regulacji gospodarki wapniowo-
fosforanowej i metabolizmu tkanki kostnej. Nadmiar witaminy D, a Scislej kalcitriolu, czyli biologicznie
aktywnej 1,25-dihydroksywitaminy D; (w skrécie 1,25D) moze jednak prowadzi¢ do niekorzystnej
hiperkalcemii. Receptor jadrowy VDR takze aktywuje geny kodujgce biatka zaangazowane w procesy
proliferacji, apoptozy i réznicowania komérek. Wczesniejsze badania réznych autoréw wskazywaty na
przeciwnowotworowe dziatanie kalcitriolu w doswiadczalnej terapii raka gruczotu krokowego, raka
gruczotu sutkowego, biataczek szpikowych. W szczegdlnosci transkrypcja genu CDKN1A, kodujacego

biatko p21/WAF1, chociaz jest regulowana gtéwnie przez biatko p53, takze moze by¢ indukowana



przez receptor jgdrowy VDR. Transkrypcja genu CDKN1B, kodujgcego biatko p27/Kipl, takze jest
posrednio indukowana przez kalcitriol. Biatka p21/WAF1 i p27/Kip1l sg inhibitorami kinaz zaleznych
od cyklin i hamujg progresje cyklu komérkowego z fazy G1 do fazy S. Wykazano we wczesniejszych
badaniach (Cancer Res. 1996, 56: 264; Genes Dev. 1996, 10: 142), ze kalcitriol moze hamowac
proliferacje komérek linii ludzkiej biataczki promielocytarnej HL60 i ludzkiej biataczki monocytarnej
U937 i pobudzaé réznicowanie komdrek biataczkowych w kierunku makrofagéw (CD14"). Stad tez
wazne jest poszukiwanie nowych analogéw witaminy D odznaczajgcych sie obnizong aktywnoscia
wapniowg w stosunku do kalcitriolu i wiekszg zdolnoscig hamowania proliferacji i pobudzania
réznicowania komoérek ostrych biataczek szpikowych (AML). Wybdr badanych przez Doktorantke
analogéw witaminy D i zastosowanych w badaniach modeli komérkowych in vitro jest konsekwencjg
wieloletnich badan prowadzonych pod kierunkiem Pani Promotor. Doktorantka sformutowata kilka
celéw szczegdtowych rozprawy, ktére zmierzaty do wybrania najlepszych analogéw witaminy D pod
wzgledem zdolnosci pobudzania in vitro réznicowania komérek jednojadrzastych krwi obwodowej
pacjentéw z AML oraz linii ludzkich biataczek mielocytarnych, a takze prowadzity do pytan o zwigzek
miedzy strukturg chemiczng analogéw witaminy D i ich zdolno$cig do pobudzania réznicowania
komoérek biataczkowych w kierunku monocytarno-makrofagowym. Doktorantka takze zamierzata
badaé wptyw wybranych analogéw witaminy D na aktywnos$¢ genu kodujgcego biatko CYP24A1l,

hydroksylaze katalizujgcg przemiane kataboliczng kalcitriolu.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest bardzo obszerna i obejmuje 203 strony,
w tym: wstep (37 stron), cel pracy, materiaty i metody (16 stron), wyniki przedstawione w 5 czesciach
(59 stron), dyskusja (21 stron), wnioski, aneks, spis rycin i tabel, pisSmiennictwo (225 pozycji, w tym %
z XXI wieku) i wykaz publikacji wtasnych (6 pozycji, sumaryczny wskaznik wptywu okoto 14).
Na poczatku pracy umieszczono informacje o zrédtach finansowania badan, spis tresci, wykaz
skrotéow, streszczenia rozprawy w jezyku polskim i angielskim. Jezyk pracy jest poprawny, chociaz

wadag jest:

- naduzywanie stowa ekspresja, gdyz ekspresji ulegajg geny, a nie biatka;

- uzywanie pojecia , w rejonie promotora genu” (str.20) lub ,w sekwencjach promotorowych”
(str.24) na oznaczenie sekwencji nie nalezacych do S$cistego promotora, lecz do regionu
promotorowego;

- opisanie genu p53 jako protoonkogenu (str.45);

- informacja, ze CD14 zabarwiono FITC (str.72), podczas gdy uzywano koniugatu PE i przeciwciata
przeciw CD14 (wg informacji w czesci Materiaty, str.58);

- wyrazenie ,,selekcja negatywna” (str.72) na oznaczenie bramki elektonicznej w analizie FACS.



Wstep pracy zawiera niezbedne informacje dotyczagce metabolizmu witaminy D
ze szczegblnym zwrdéceniem uwagi na znaczenie 24-hydroksylazy (CYP24A1) w przemianie
katabolicznej kalcitriolu. Nastepnie opisano budowe i mechanizm aktywacji receptora jagdrowego
VDR, analogi witaminy D i ich zastosowanie w leczeniu tuszczycy. Przedstawiono takze proces
hematopoezy i klasyfikacje ostrych biataczek szpikowych. Informacje zawarte we wstepie s3
wystarczajace do zrozumienia pozostatych czesci pracy. Wadg jest informacja o elementach
odpowiedzi na witamine D (VDRE) na str.20, podczas gdy dopiero na str. 29 opisano VDRE jako
sekwencje typu DR3 lub ER6.

Wstep prowadzi do sformutowania celu pracy w siedmiu punktach. Na poczatku dyskusji
ponownie sformutowano cel przeprowadzonych badan, jednak juz tylko w 4 punktach. Nie jest
jednak dla oceniajgcego jasne dlaczego w celu ,,zbadania mechanizméw zréznicowanej aktywnosci
badanych zwigzkéw w zaleznosci od ich struktury” skupiono sie na wyjasnieniu wptywu kalcitriolu i
analogéw witaminy D na ekspresje genu kodujgcego CYP24A1, a catkowicie pominieto problematyke
zwigzang z potencjalnie rézng zdolnoscig analogéw witaminy D do indukcji takich zmian konformac;ji
receptora, ktéore mogg skutkowaé zréznicowang rekrutacjg koaktywatorédw transkrypcji do biatka

VDR.

Metody badawcze i wyniki pracy zostaty rzetelnie opisane i poddane analizie statystycznej.
Indukcje réznicowania komodrek biataczkowych traktowanych analogami witaminy D w kierunku
komdrek CD14" oceniano w oparciu o wyniki analiz przeprowadzonych przy uzyciu cytometru
przeptywowego. Jest to uzasadnione, gdyz antygen CD14 jest wczesnym i gtéwnym markerem

réznicowania linii monocytarno-makrofagowe;j.

Na podstawie wynikdw przeprowadzonych doswiadczen, zaréwno przy uzyciu komodrek
biataczkowych pacjentéw, jak i ustalonych linii komdérkowych, Doktorantka stusznie stwierdza w
czesci Dyskusja, ze ,,aktywnosc¢ analogéw PRI-1906, PRI-1907, PRI-2191 i PRI-2201 jest zblizona lub
wyzsza niz 1,25D” (str.138). Sugeruje jednak ostrozniejsze wycigganie niektérych wnioskéw, gdyz ze
wzgledu na zbyt matg liczbe prébek nie wydaje sie uprawnione stwierdzenie na str.77, ze pacjenci z
podtypem biataczki AML-M5a reagujg na rédznicowanie lepiej od pozostatych: wedtug tabeli 3 (str.56)
analizowano AML-M5a tylko od 2 pacjentéw! Natomiast na uwage zastuguje poparty wynikami
doswiadczen wniosek Doktorantki, ze ,brak zdolnosci PRI-1909 do indukcji jgdrowej translokacji

C/EBPB a takze VDR moze wyjasnia¢ jego stabe zdolnos$ci pro-réznicujgce w kierunku

monocytarno-makrofagowym.” (w czesci Wyniki, str.101).

Interesujgca czescig pracy Doktorantki jest weryfikacja hipotezy, ze wzrost ilosci biatka VDR

w jgdrze komdrkowym jest spowodowany stabilizacjg receptora przez ligand — kalcitriol. Co ciekawe,



aktywniejszy od Kkalcitriolu analog PRI-1907, w nastepstwie traktowania komérek HL60 przez
24 godziny, powodowat wystepowanie wyzszego poziomu biatka VDR w jadrach komdrkowych
w porownaniu z komdrkami traktowanymi kalcitriolem, co dokumentuje wynik na rycinie 17, str.97.
Mozna zatowad, ze w pracy nie postuzono sie metodami analizy reporterowej do oceny badanych
analogdéw pod wzgledem ich zdolnosci do aktywacji receptora jadrowego VDR. Chciatbym prosi¢

Doktorantke o ustosunkowanie sie do tej kwestii.

Rozprawe konczy sformutowanie 20 szczegétowych wnioskdéw, ktére sg poparte wynikami
przeprowadzonych doswiadczen. Wniosek 4 wskazuje na wyselekcjonowane analogi witaminy D:
PRI-1907, PRI-1906 oraz PRI-2191, ktére okazaty sie ,najskuteczniejszymi analogami indukujgcymi
roznicowanie w kierunku monocytarno-makrofagowym”. Whniosek 5 dodatkowo podkresla, ze
»,analog PRI-1907 wykazuje bardzo wysokg aktywnos$é¢ w niskich stezeniach, co zaobserwowano

zaréwno w liniach komadrkowych, jak i w komérkach pacjentéw z AML.”

Na uwage zastuguje dobrze udokumentowany wniosek 2 zwracajgcy uwage, ze ,komorki
pacjentdow z mutacjg w genie FIt3 reagujg na zwigzki pro-rdznicujgce stabiej (...) niz komérki

pacjentéw nie posiadajgcych” tej mutacji.

Na pytanie o zalezno$é¢ struktura-funkcja odpowiada wniosek 6, ktéry stwierdza,
ze ,wydtuzenie tancucha bocznego na weglu C25 do grupy etylowej (PRI-1907) podczas syntezy
analogdéw, znacznie podnosi ich aktywnos$¢, natomiast dalsze wydtuzanie taricucha wywotuje efekt
przeciwny.” Interesujacy jest komentarz Doktorantki, ze ,zbyt dtugi tancuch boczny w strukturze
badanych zwigzkéw moze powodowac blokade przestrzenng i hydrofobowag pomiedzy ligandem
a resztami aminokwasowymi w domenie wigzacej ligand receptora VDR” (str.140). Natomiast pewien
niedosyt recenzenta budzi brak bardziej ogélnego wniosku dotyczacego zaleznosci ,funkcji indukcji

réznicowania komorek ostrych biataczek szpikowych od struktury analogéw” witaminy D.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze Doktorantka zrealizowata postawione cele. Otrzymane
wyniki zostaty juz czeSciowo opublikowane w pismach o zasiegu miedzynarodowym: w pieciu pracach
oryginalnych i w jednej pracy przeglagdowej. Doktorantka jest wspdétautorem tych prac; w tym jest
pierwszym autorem trzech artykutéw. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, przygotowana
pod opieka Promotora, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, zatem spetnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim pod wzgledem formalnym i merytorycznym, okreslone w Dzienniku
Ustaw nr 65, poz. 595 z dnia 14 marca 2003 r. oraz nr 84, poz. 455 z dnia 18 marca 2011 r. Dorobek
naukowy Doktorantki uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w
dyscyplinie biochemia. Wnioskuje zatem do Rady Naukowej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu

Wroctawskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Hanny Baurskiej do dalszych etapéw



przewodu doktorskiego. Biorgc pod uwage publikacje oryginalne Doktorantki wnioskuje o

wyroznienie rozprawy.
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