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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Hanny Baurskiej
»Badanie zaleznosci funkcji indukeji roznicowania komorek ostrych

bialaczek szpikowych od struktury analogow witamin D2 oraz D3”

Rozprawa doktorska pani mgr Hanny Baurskiej przedstawia wyniki badan
przeprowadzonych przez doktorantke w Zakladzie Biotechnologii Biatek Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego, pod kierunkiem pani prof. dr hab. Ewy
Marcinkowskiej. Praca dotyczy niezwykle istotnego zagadnienia, jakim jest zastosowanie
réznicowania jako strategii terapeutycznej w leczeniu ostrych bialaczek szpikowych oraz
zbadanie zdolnos$ci 1,25-dihydroksywitaminy D3 (1,25D) oraz semi-selektywnych analogow
do indukcji réznicowania komorek biataczkowych. Ostre biataczki szpikowe (AML) to
bardzo heterogenna grupa biataczek, co znaczaco utrudnia ich leczenie ze wzgledu na brak
specyficznych terapii. Wystepuja przede wszystkim u dorostych, zwigzane sg z zaburzeniami
réznicowania prowadzacymi do nagromadzenia w szpiku niedojrzatych komorek
krwiotworczych typu mieloidalnego. Do niedawna, na podstawie morfologii i
immunofenotypowania, AML klasyfikowano na dziewig¢ podtypéw. Obecnie WHO
wprowadzito bardziej szczegbétowa klasyfikacje na podstawie zmian na poziomie
molekularnym oraz ilo$ciowych 1 strukturalnych aberracji chromosomowych. Ze wzgledu na
duzg rdéznorodnos¢ podklas AML, stosowane strategie terapeutyczne muszg by¢ bardzo
specyficzne, do czego niezbedne jest poznanie molekularnych podstaw tego schorzenia.
Zastosowanie zwigzkow indukujgcych réznicowanie w leczeniu ostrych bialaczek jest
postulowane juz od jakiego$ czasu 1 badania w tej dziedzinie prowadzone sg intensywnie.
Biorac pod uwage powyzsze przestanki, podjety temat jest aktualny 1 bardzo wazny z punktu
widzenia poznania biologii nowotwordw oraz potencjalnych nowych strategii
terapeutycznych.

Cel pracy okreslony zostat jasno, podobnie jak poszczegdlne zadania prowadzace do
jego realizacji. Doktorantka podjeta si¢ zmudnego i1 trudnego zadania okreslenia korelacji
pomiedzy ré6znymi podtypami AML a podatnos$cig na roznicowanie 1,25-dihydroksywitaming
D; (1,25D) oraz jej syntetycznymi analogami a takze wyselekcjonowania analogow o
najsilniejszym dziataniu indukujacym roznicowanie. Kolejnym celem byta proba okreslenia
mechanizmu lezacego u podstaw zrdznicowanej wrazliwosci na rdznicowanie. Biorge pod
uwage ztozony charakter AML, jak 1 podzial na wiele podtypoéw, podjeta probe
sklasyfikowania ich podatnosci na réznicowanie pod wptywem 1,25D i jej o$miu analogoéw
uznaj¢ za zadanie ambitne i warto$ciowe zardwno z czysto naukowego jak i potencjalnego
terapeutycznego punktu widzenia. Podstawowg funkcja biologiczng 1,25 dihydroksywitaminy
D3 jest regulacja homeostazy wapniowo-fosforanowej, jednak zwigzek ten wykazuje takze
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szereg innych ,,nieklasycznych” funkcji zwigzanych z regulacjg miedzy innymi proliferacji i
réznicowania. Zastosowane w pracy syntetyczne analogi wykazywaty zmniejszong aktywnos¢
wapniowg, co czyni je lepszymi kandydatami do zastosowan klinicznych ze wzgledu na
obnizone efekty uboczne zwigzane z mobilizacja jondw wapnia do surowicy i1 bardzo
niebezpiecznym odwapnieniem ko$ci i powstawaniem zlogow wapnia w tkankach.
Doktorantka zidentyfikowala zalezno$ci miedzy strukturg analogow a ich zdolnoscig do
indukcji réznicowania. Na uznanie zastuguje przeanalizowanie bardzo bogatego materiatu,
zarowno klinicznego, jak 1 wiaczenie do badan wielu linii komorkowych odpowiadajacych
ré6znym podtypom AML.

W liczacym 36 stron Wstepie przedstawiono informacje wprowadzajace czytelnika w
badane zagadnienia, potrzebne do zrozumienia zalozen pracy oraz przeprowadzonych
doswiadczen. W trzech osobnych czeSciach opisano syntezg, katabolizm, biologiczne
dziatanie witaminy D ze szczegblnym uwzglednieniem rdznicowania, semi-selektywne
syntetyczne analogi 1,25D, prawidlowa hematopoez¢ oraz biataczki — ich ogolng
charakterystyke, diagnostyke i1 klasyfikacje ostrych biataczek szpikowych oraz aktualne
strategie terapeutyczne. Wymagato to od doktorantki kompleksowego spojrzenia na aktualny
stan wiedzy dotyczacy tematyki, ktora si¢ zajmuje. Co wazne, Wstep, mimo ze jest dos¢
obszerny, nie jest praca przegladowa na temat nowotworzenia, ale stanowi wyselekcjonowany
zbidr potrzebnych informacji.

Materialy i Metody opisane zostaly w przewazajacej wickszosci doktadnie, z dbatoscia
0 detale. Autorka przedstawia metody izolacji i hodowli komoérek pierwotnych oraz hodowle
linii komorkowych, charakterystyke materiatu od pacjentow na podstawie przynaleznosci do
réznych grup, opisuje uzyte analogi 1,25D, metody oznaczania stopnia zrdéznicowania
komorek oraz metody biologii molekularnej i komorkowej wykorzystane w trakcie realizacji
projektu. W opisie przeciwciat wykorzystanych do badan z wykorzystaniem techniki Western
Blot brakuje jednak szczegdlowych informacji na temat przeciwcial. Podanie numeru
katalogowego, izotypu, nazwa klonu itp. umozliwityby przysztym czytelnikom wykorzystanie
sprawdzonych przez autorke przeciwciat. Brakuje niektorych informacji dotyczacych analiz
cytometrycznych, o czym napisalam w uwagach szczegotowych.

Wyniki opisane sa na 25 stronach i przedstawione na 29 wykresach, 11 rysunkach i 14
tabelach. Zatozone przez autorke cele zostaly zrealizowane. Doktorantka zbadata podatno$¢
na roznicowanie komorek réznych typow AML oraz wyselekcjonowata najaktywniejsze
analogi wskazujac zaleznos$ci strukturalne. Zdefiniowanie grup pacjentow, dla ktorych
zaproponowana terapia bylaby skuteczna, bylo trudnym zadaniem. Wraz z zastosowaniem
réznych kryteriow podziatu pacjentow AML, odpowiedz komoérek izolowanych od pacjentow
Z poszczegbdlnych grup roznita si¢. Ponadto, czg$¢ pacjentdw nalezata tez do kilku grup
jednoczesnie, co utrudniato analiz¢. Autorce udato si¢ jednak zdefiniowac grupy pacjentow z
mutacjami w genach FIt3 oraz NPM1, ktorych komorki reagowaty odpowiednio stabiej lub
silniej na 1,25D. Takze, wg innego podzialu, komoérki od pacjentéow podtypu AML-M5a i
AML-M5b oraz z prawidlowym kariotypem byly wrazliwsze na réznicowanie niz komorki
izolowane od pozostatych pacjentow. To bardzo wazne osiagnigcia z punktu widzenia
potencjalnych przysztych zastosowan klinicznych. Pewnym naduzyciem s3 jednak
stwierdzenia pojawiajace si¢ w konkluzjach, ze pacjenci odpowiednich grup wykazuja
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wiekszg lub nizszg wrazliwo$¢ na réznicowanie (np. strona 78). Mimo, ze wyniki uzyskane na
wyizolowanych komorkach byly przekonujace i nie budzily watpliwosci, nie jest to
jednoznaczne z zalozeniem, ze tak samo na badane zwiazki bgda reagowaé pacjenci.
Uzyskane wyniki sg bardzo obiecujace i sg doskonalym punktem wyjscia do dalszych badan,
ale nie uprawniaja do tak daleko idacych wnioskow. Doktorantka podsumowuje, ze badania
na liniach komérkowych wskazaty, ze to nie mutacja w genie FIt3 jest odpowiedzialna za
stabszg wrazliwo$¢. Wedlug mnie wniosek ten moze jednak by¢ zbyt pochopny. Komorki
linii hodowanych w laboratoriach maja wiele nowych zmian genetycznych, roznig si¢
znacznie od swojego pierwowzoru i by¢ moze wytworzyly mechanizm kompensujacy
mutacj¢ Flt3. Wydaje mi si¢, ze wyniki uzyskane na komorkach od pacjentoéw sg bardziej
wiarygodne, chociaz obserwacja ta wymaga dalszego zweryfikowania. Wykluczono takze, ze
zmieniony katabolizm jest odpowiedzialny za wysoka aktywnos$¢ jednego z analogow.
Doktorantka stwierdzita tez, ze istnieje korelacja pomiedzy indukcja ekspresji jadrowego
receptora VDR oraz C/EBPbeta w jadrze komorkowym a zdolnoscia analogéw do
réznicowania komorek. Te wyniki uzyskane za pomocg analizy frakcji biatkowych sg jednak
dla mnie dyskusyjne, o czym szczeg6lowo napisalam w dalszej cz¢$ci recenzji. Oznaczony
polimorfizm Fokl VDR nie wyjasnit réznic w podatnosci komoérek AML na indukcje
réznicowania. Mimo, ze nie udalo si¢ jednoznacznie scharakteryzowa¢ mechanizmu
stojacego u podstaw réznej wrazliwosci podtypéw komorek AML na réznicowanie, autorka
wskazuje jednak na pewne przestanki, ktore moga by¢ podstawa dalszych badan. Nie ujmuje
to w zaden sposob wartosci pracy. Poszukiwanie odpowiedzi na trudne pytania naukowe
wigze si¢ z konieczno$cig zmierzenia si¢ ze ztozonymi zagadnieniami 1 nietatwa droga, jaka
musi przej$¢ mtody naukowiec.

Dyskusja liczy 20 stron. Odnosi si¢ w wywazony sposob i z wymagang ostroznoscig do
uzyskanych wynikow. Wydaje mi si¢, ze w zbyt duzej mierze autorka powtarza omawianie
przeprowadzonych doswiadczen i uzyskanych wynikéw. Wigksze skoncentrowanie uwagi na
podsumowaniu uzyskanych wynikéw 1 omoéwienie ich znaczenia w kontekscie badan innych
autorow utatwitoby czytelnikowi ocene wagi przedstawionych danych. Niezaleznie od
powyzszej uwagi, dyskusja stanowi wartosciowe podsumowanie pracy. Brakuje mi jednak w
Dyskusji dojrzatego, syntetycznego spojrzenia na wszystkie uzyskane wyniki i proby oceny
ich znaczenia w $wietle aktualnej wiedzy, zwlaszcza Zze zagadnienia, ktorymi si¢ zajmowala
sg bardzo aktualne i intensywnie badane. Ma to tez odzwierciedlenie w przedstawionych w
osobnym rozdziale Wnioskach. Wyszczegolnione 22 Wnioski, to raczej spis i podsumowanie
wynikow, niz wynikajace z tych wynikéw wnioski. Te powinny zosta¢ ujete w kilku
zwieztych 1 syntetycznych punktach.

Praca przygotowana jest starannie pod wzgledem edytorskim. Dopatrzytam si¢ jedynie
drobnych niescistosci 1 nieprawidtowych sformutowan, np. PBS to buforowany roztwor soli
(fizjologicznej) a nie bufor, biatka lub kwasy nukleinowe rozdziela si¢ nie ,,w elektroforezie”
(str. 65), a stosujac elektroforeze lub elektroforetycznie, bo elektroforeza to nazwa techniki i
zjawiska poruszania si¢ naladowanych czastek w polu elektrycznym. Polska nazwa
angielskiego terminu ,blast cells” powinny by¢ chyba albo ,blasty” albo ,komorki
blastyczne” a nie ,,komorki blastow”.



Po zapoznaniu sie z przedstawiona rozprawa, chcialabym przedyskutowaé nastepujace

zagadnienia:

1. Moje zastrzezenia budza dos$wiadczenia, w ktérych metoda Western Blot oznaczano
poziom biatek we frakcjach komorkowych. Dotyczy to oznaczenia poziomu biatka VDR
(Rys. 17 1 18, str. 97-98) i1 badania lokalizacji wewnatrzkomorkowej czynnika C/EBPbeta
(Rys. 19 1 20 na str. 102 i 103) we frakcjach jadrowej oraz cytozolowo-btonowej, oraz
badania poziomu biatka CYP24A1 we frakcji mitochondrialnej (Rys. 22, 23 na str. 1101 111
oraz Rys. 24 na str. 125). Podstawowym wymogiem tego typu doswiadczen jest
przedstawieniec kontroli poziomu biatek i czystosSci poszczegdlnych frakceji, czyli brak
kontaminacji biatkami z innych frakcji. Stuza do tego odpowiednie markery biatkowe — np.
GAPDH dla frakcji cytozolowej, PARP dla frakcji jadrowej, Hsp60 lub biatka kompleksoéw
oddechowych dla frakcji mitochondrialnej, lub inne. Tego typu analiza nie zostala
przedstawiona. W przypadku analizy VDR i CYP24A1 autorka pokazata poziom aktyny jako
kontrole poziomu bialek, co jest blednym podejsciem. Wiadomo, ze aktyna, jako biatko
cytoszkieletu moze by¢ wyizolowana w rdznej ilosci we wszystkich frakcjach, nie jest jednak
dobra kontrolg pozwalajaca na okreslenie poziomu bialek w poszczegélnych frakcjach oraz
ocen¢ zanieczyszczenia innymi frakcjami. Potwierdzaja to przedstawione wyniki, aktyna
obecna byla w rdznej ilosci, we wszystkich badanych frakcjach. Z kolei biatko Hsp90, ktore
byto kontrolag w doswiadczeniach, w ktorych badano poziom C/EBPbeta, takze bylo obecne
we wszystkich badanych frakcjach. W zadnym z powyzszych doswiadczen nie przedstawiono
kontroli kontaminacji poszczegdlnych frakcji biatkowych. Ze wzgledu na powyzsze uwagi,
uzyskane wyniki sg trudne do oceny i interpretacji. Doswiadczenia tej czgsci pracy mialy na
celu wskazanie potencjalnego mechanizmu molekularnego bedacego u podstaw rdznej
podatnosci komorek AML na roéznicowanie, jednak istotne bledy metodyczne nie pozwalaja
na wysnucie ostatecznych wnioskow.

2. Czy autorka oznaczala procent apoptozy w komodrkach pod wplywem poszczegdlnych
zwigzkow? Nie do konca przekonuje mnie strategia potaczenia, poprzez uzycie barwnikoéw
emitujacych fluorescencje mierzong w kanale FL2 i wspdlne bramkowanie, indukcji apoptozy
1 ekspresji markerow powierzchniowych. Chcialabym prosi¢ o wyjasnienie takiego podejscia
metodycznego. Wydaje mi si¢, ze informacja o wplywie zastosowanych analogéw na
indukcje apoptozy zamiast rdznicowania, moze by¢ istotng informacja o duzym znaczeniu dla
przysztych badan.

3. W badaniach dotyczacych zweryfikowania hipotezy udzialu przyspieszonego katabolizmu
w zwigkszonej aktywnosci analogow, zbadano poziom mRNA 1 biatka CYP24Al,
podstawowego enzymu zaangazowanego w katabolizm. Nastepnie badano wptyw inhibitorow
CYP24A1 na roznicowanie komorek. Uzyskane wyniki wskazaty, ze przyspieszony
katabolizm nie jest odpowiedzialny za zwigkszong aktywno$¢ analogdéw. Zastanawiam sig,
czy nie lepszym podejsciem byloby rozpoczgcie badan od oznaczenia poziomu zwigzkow i
okreslenia okresu ich pottrwania? Dopiero w przypadku zaobserwowania rdznic w degradacji
kontynuowac juz bardziej szczegdtowe doswiadczenia?



4. Bardzo wazng czg$cig pracy, na ktorej opieraly si¢ inne do$wiadczenia, byla analiza
stopnia roznicowania komorek z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej. Mam pewne
uwagi dotyczace tej cze$ci pracy. W rozdziale Materialy i Metody zabraklo istotnych
informacji. Nie podano danych na temat kompensacji, kontroli FMO (Fluorescence minus 1)
przy pomiarach wielokolorowych, ewentualnego bramkowania w celu eliminacji dubletow
(lub jego braku). Nie podano tez informacji, czy przeprowadzono analiz¢ rozcienczen
przeciwciat, tzw. ,antibody titration” w celu dobrania wiasciwego stezenia przeciwciat
wykorzystanych do znakowania, co jest sugerowang procedura zwlaszcza w przypadku
pomiarow ilosciowych. Nie pokazano doswiadczen kontrolnych, czyli histogramow/dot
plotéw przedstawiajacych wyniki uzyskane po barwieniu kontrolami izotopowymi w celu
wyznaczenia tlta fluorescencji. W Materiatach i Metodach oraz opisie wynikéw zawarto
informacje, ze takie barwienia wykonano. W tabeli 11 na str. 73, przedstawiajacej procedure
analizy cytometrycznej, nie przedstawiono wynikoéw dotyczacych komorek nie indukowanych
do réznicowania, na podstawie ktorych ustalono granice populacji negatywnej 1 pozytywnej
na CD14. Nie podano tez, z jakiej subpopulacji wyznaczano parametr Geomean brany potem
do analiz statystycznych.

Podobna strategia, wzbogacona dodatkowo o informacje dotyczace odpowiednich kontroli,
powinna zosta¢ przedstawiona w czeSci II, gdzie komorki réznych linii komoérkowych
barwiono pod wzgledem CD14 i CDI11b. Nie jest jasne, czy takze w tym przypadku
stosowano jodek propidyny jako marker komoérek martwych.

Na dot plotach z poszczegdlnych doswiadczen, umieszczonych w Aneksie, tez nie pokazano
jak ustawiono tzw. krzyz, na podstawie ktorego wyznaczano granice populacji pozytywnej i
negatywnej wzgledem ekspresji markerow roznicowania. Powinno to by¢ zaznaczone
przynajmniej na jednym wykresie.

Whiosek koncowy

Przedstawione powyzej uwagi i komentarze nie wplywaja na koncowa pozytywna
ocen¢ niniejszej rozprawy. Przedstawiona rozprawa mgr Hanny Baurskiej jest praca
warto$ciowa, poszerzajacg znacznie wiedz¢ na temat podatnosci komorek AML na
roznicowanie pod wptywem 1,25D 1 jej pochodnych. W pracy postawiono istotny i ambitny
cel, ktorego realizacja doprowadzita do cennych obserwacji. Istotnym efektem byto
zidentyfikowanie pochodnych silnie indukujacych réznicowanie w komoérkach AML oraz
wskazanie zalezno$ci miedzy strukturg a aktywno$cig. Za szczegdlnie wazne uwazam
wskazanie grup pacjentow, ktorych komorki charakteryzowaty sig niska i wysoka podatnoscia
na indukcj¢ rdéznicowania. W Swietle podejmowanych prob zastosowania indukcji
réznicowania jako strategii terapeutycznej, wyniki te mogg mie¢ duze znaczenie. Wskazuja
takze na konieczno$¢ przeprowadzenia wstgpnych badan poprzedzajacych wprowadzenie
terapii bazujacej na indukcji roznicowania, ze wzgledu na heterogenno$¢ tego schorzenia i
rozng podatno$¢ na réznicowanie. Ponadto, wyniki autorki potwierdzone niedawno przez inng
grupe wskazaly, ze poziom ekspresji CD14 moze by¢ stosowany jako biomarker odpowiedzi



na witaming D. Ponadto, pewne przestanki dotyczace mechanizmu réznej podatnosci
komorek na roznicowanie, stanowig istotny punkt wyjscia do dalszych badan.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa spetnia
wszelkie wymogi stawiane pracom doktorskim, jak i warunki okreslone w Ustawie z dnia 18
marca 2011 r. o stopniach naukowych 1 tytutach naukowych, a dorobek naukowy kandydatki
uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia i
wnioskuje do Rady Naukowej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o
dopuszczenie mgr Hanny Baurskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Warszawa, 17 czerwca 2014

Dr hab. Katarzyna Piwocka, prof. nadzw.



