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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Urszuli Nowak pt. ,, Wspoldziatanie receptora witaminy D (VDR) z
receptorami kwasu retinowego (RAR) w procesie hematopoezy” zrealizowanej w Zakladzie

Biotechnologii Biatek UWr pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Ewy Marcinkowskiej.

1. Ocena formalna:

Podstawg wykonania niniejszej recenzji jest uchwata nr 69/2020 Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroclawskiego we Wroctawiu z dnia 22 pazdziernika 2020 roku.
Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska sktada si¢ z 159 stron maszynopisu w formie wydruku
komputerowego w oprawie migkkiej podzielonego na nastgpujace czesci: spis tresci (s.1-5), wykaz
stosowanych skrotdéw (s.6-13), streszczenie w jezyku polskim i angielskim (s.14-15), wstep (s.16-54),
hipotezy badawcze (s.38), materialy (5.56-64), metody (s. 65-78), wyniki (5.80-105), posumowanie
wynikéw badan (s.127-129), dyskusje (s.108-114), wnioski (s.116), suplemenf (s. 117-120), spis tabel
(s. 126-127), spis rycin (s.128-131), lista publikacji (s. 131), bibliografia (5.132-159). Dodatkowo na
drugiej z nienumerowanych stron przed spisem tresci zamieszczono informac;je;, ze praca powstala w
wyniku realizacji projektu badawczego OPUS o nr 2015/17/B/NZ4/02632 finansowanego ze §rodkéw
Narodowego Centrum Nauki. Uklad rozprawy, proporcje pomiedzy rozdzialami oraz ich kolejno$¢ sa
typowe i nie budzg zastrzezen. Praca napisana jest dobrg polszczyzna, Autorka swobodnie postuguje sie
specjalistycznym stownictwem naukowym. W tekscie rozprawy wystepuja tylko nieliczne dostrzezone
przeze mnie literowki (np. s.56/linijka 22, s. 102/linijka 3, s.114/linijka 28). W 27 tabelach zestawiono
informacje istotne dla lepszego zrozumienia przedmiotu rozprawy, zastosowanych materialéw i metod
oraz wynikow doswiadczen. Praca jest starannie edytowana i ilustrowana 44 kolorowymi rycinami.
Wyniki badafn przedstawiono na 17 z nich. Uklad graficzny tych rycin jest spdjny pomiedzy
eksperymentami co ulatwia ich analizg. Opisy rycin sg jasne i zawierajg kazdorazowo infbrmacje 0
liczbie powtdrzen biologicznych oraz istotnosci statystycznej. Bibliografia jest wyjatkowo obszerna,
zawiera 367 pozycji literaturowych , w tym az 9 prac eksperymentalnych opublikowanych w latach
2019-2020. Dobér cytowanej literatury nie budzi zastrzezef, $wiadczy o dobrej orientacji Autorki w
aktualnym pi$miennictwie. Pomocne w ocenie merytorycznej pracy sa takze syntetyczne wnioski

zebrane w 5 punktach. Podsumowujac, strona formalna ocenianej pracy $wiadczy o dobrym opanowaniu



przez Autorke sztuki pisania tekstow naukowych w jezyku polskim oraz znajomosci aktualnej literatury

przedmiotu i spetnia wszystkie kryteria zwyczajowo przyjete dla rozprawy doktorskiej.
2. Ocena merytoryczna:

Przedmiotem rozprawy jest zbadanie zaleznosci pomigdzy ekspresja i aktywnoscia
transkrypcyjna receptoréw jadrowych dla retinoidow (RAR) oraz dla witaminy D (VDR) w procesie
prawidlowej oraz, co nie wynika bezposrednio z tytutu rozprawy, zaburzonej hematopoezy. Wydaje si¢
zreszty, ze zrozumienie roli RAR i VDR przede wszystkim jako celow terapii biataczek bedacych
emanacja zaburzen prawidlowej hematopoezy jest sita napedowsg prezentowanych w dysertacji badan.
Cytowany na stronie 31 przyklad skutecznego zastosowania kwasu calkowicie-trans retinowego (atRA)
w leczeniu ostrej biataczki promielocytowej z translokacja chromosomowa t(15:17) stanowi precedens
obrazujacy mozliwosci terapeutyczne plynace ze stymulacji RAR. Podobne nadzieje wiaze sig¢ z
potencjatem sekosteroidow, pochodnych witaminy D, do terapeutycznej stymulacji receptorow VDR w
komorkach nowotworowych. Badania wiodgcych laboratoriow zajmujgcych si¢ rola witaminy D w
hematopoezie, do ktérych zalicza si¢ zespot Pani prof. Marcinkowskiej, wskazuja ze stymulacja
prawidtowych komérek szpiku kostnego oraz niektorych typow komorek biataczkowych za pomoca
kaleytriolu (1,25D3) in vitro skutkuje zahamowaniem podziatow, indukcja programowanej $mierci i/lub
réznicowania komoérek prekursorowych w kierunku monocytow. Niestety, ryzyko wywotania
zagrazajacej Zyciu hiperkalcemii wynikajace z terapeutycznego zastosowania duzych dawek 1,25D3 in
vivo ogranicza mozliwosci prostej translacji klinicznej tych obserwacji. Nadzieje budzi jednak
mozliwo$é zwiekszenia wrazliwosci blastow biataczkowych na sekosteroidy poprzez znalezienie
mechanizméw wplywajacych na podwyzszenie trakskrypcji i translacji genu receptora VDR, ktorego
zwiekszona ekspresja bezposrednio wiaze si¢ z podwyzszeniem wrazliwosci komérek na efekty
witaminy D. Dodatkowo, inng mozliwa cho¢ niewystarczajaco poznana droga modulacji ekspresji
receptoréw jadrowych mogloby byé wykorzystanie fizycznych oddzialywan pomigdzy receptorami
retinoidowymi a receptorami VDR. Wykazano bowiem, ze oddziatywania te moga uwrazliwia¢
komérki na dziatanie 1,25D3 i tr6jjodotyroniny (Kliewer, S. et al. Nature. 1992 January 30; 355(6359):
446-449.). Stad wyptywa intrygujaca mozliwos¢ zwigkszenia wrazliwosci komorek nowotworowych
na efekty cytostatyczne i réznicujace pochodnych witaminy D poprzez pobudzanie ekspresji receptorow
retinoidowych, na przyktad w efekcie traktowania takich komoérek kombinacjg atRA i 1,25D3. Wobec
powyzszych wyzwan, ustalenie mechanizméw genetycznych i epigenetycznych regulujacych poziom
ekspresji VDR podczas prawidlowej i zaburzonej hematopoezy oraz wzajemnych powiazaf ekspresji
RAR i VDR jest w mojej ocenie niezbednym i niezwykle istotnym warunkiem wstepnym na drodze do
osiagniecia postepu w probach réznicujacej terapii biataczek. Dlatego uwazam, ze wybor tematyki
rozprawy jest w petni uzasadniony i wpisuje si¢ w aktualny nurt badawczy biologii eksperymentalnej i

onkologii.



W szeSciu podrozdzialach wstgpu przedstawiono wyczerpujacy przeglad literatury dotyczacy
historycznych modeli hematopoezy, budowy nisz krwiotwérczych szpiku kostnego i czynnikéw
transkrypeyjnych sterujacych prawidlowa hematopoeza. Sporo miejsca poswigcono, patofizjologii,
klasyfikacji, diagnostyce oraz podstawowym, celowanym i réznicujacym terapiom biataczek. W
kolejnych podrozdzialach zawarto dane dotyczace budowy i metabolizmu witaminy D, a takze roli
receptora VDR jako gléwnego posrednika jej aktywnosci biologicznej. Na str. 35, w linijce 1, opisujac
budowe receptora VDR uzyto sformulowania ,,zawiera dziewigé reszt cysteinowych”. Oczywiscie
Autorce chodzito o reszty ,,cysteilowe”. Na tej samej stronie w linijce 21, w opisie budowy domeny
LBD receptora VDR Autorka postuguje si¢ wyrazeniem ,nici ”, chociaz zapewne chodzi o
harmonijki lub B kartki. Z kolei w opisie ryciny 3.8 dotyczacej organizacji locus genu VDR, Autorka
pisze o szarych i niebieskich kwadratach, mimo Zze ewidentnie rysuje prostokaty. Opisujac
niegenomowe dziatanie 1,25 D3 na stronie 44, w linijce 4, Autorka pisze ,,kinaza biatkowa A2 (PLA2)”.
Moim zdaniem chodzi o fosfolipaze A2 (EC 3.1.1.4, PLA2). Podobny blad wystepuje takze w opisie
stosowanych skr6téw na stronie 12. W kolejnych podrozdziatach opisano, w sposéb analogiczny do
witaminy D, budowe, metabolizm i aktywnos$¢ biologiczng witaminy A. Na stronach 46 i 47 mylnie
uzyto skrétu RE dla estrow retinylu, chociaz w wykazie skr6téw RE oznacza element odpowiedzi (ang.
response element). Na stronie 47, znajduje si¢ ciekawa informacja, ze ,,Ligandami dla receptoréw RAR
sg: atRA oraz 9cRA, natomiast dla recéptoréw RXR tylko 9cRA”. Warto byloby rozwina¢ te informacije
w kontekscie wspoétdziatania 1,25D3 i atRA:gw podwyzszeniu badZ zmniejszeniu poziomu transkrypcji
genu VDR w komorkach biataczek. Czy mSZr;a 'zna]eié w literaturze przykiady zastosowania 9cRA

wraz z 1,25D3 do préb terapii réznicujacej linii komérek biataczek?

Hipotezy badawcze sa w mojej ocenie sformufowane jasno. Wyszczeg6lniono dwa obszary
tematyczne thumaczgce powody podjecia wiekszosci, lecz nie wszystkich prezentowanych badan. W
tresci rozdziatu 7.2.2 pojawia si¢ trzecia hipoteza, ktdrej jednak nie ujeto w gléwnym spisie. Brzmi ona
nastgpujaco: ,inhibitory metylotransferaz moga zwigkszaé ekspresje VDR, a w konsekwencji

aktywnos¢ transkrypcyjnag receptoréw VDR oraz wlasciwosci proréznicujace.”

W rozdziale ,,materiaty” oraz ,,metody” opisano w sposéb szczegdtowy odczynniki i aparature
wykorzystywang w badaniach oraz procedury i metody statystyczne pomocne w interpretacji istotnosci
uzyskanych wynikéw. Jedyng metoda, ktorej szczegétowego opisu nie znalaztem w tym rozdziale byta
analiza ilosciowa DNA, ktéra poshizyla do uzyskania wynikow zamieszczonych w rozdziale 7.3.
Autorka wzmiankuje tylko, ze do tej analizy wykorzystano ,.krzywa standardowa zaprojektowang na
podstawie stworzonych przez zewnetrzng firme amplikonéw”. Nalezaloby dostarczyé wigcej
szczegOlow tej analizy. Niemniej jednak na podkreSlenie zastuguje bogaty wachlarz technik
laboratoryjnych uzytych w pracy, poczawszy od pozyskiwania jednojadrzastych komérek krwi, poprzez
metody separacji i immunofenotypowania prekursoréw hematopoezy, hodowli komérek in vitro,

okreslania ich zywotnosci, izolacji kwaséw nukleinowych mRNA i genomowego DNA, uzyskiwania



matryc cDNA, amplifikacji DNA w czasie rzeczywistym, badania metylacji w genomowym DNA
technika pirosekwencjonowania. W podsumowaniu oceny tej czesci rozprawy cheiatbym podkreslic, ze
zaplanowane eksperymenty oraz przeprowadzone procedury badawcze spetniaja kryteria dobrej
praktyki laboratoryjnej i mimo niewielkich brakéw w opisach, pozwalaja na wyciaganie istotnych

wnioskow.

Rozdziat ,,wyniki” zostal podzielony na trzy logicznie wyréznione czgsci. W pierwszej z nich,
w rozdziale 7.1, ocenie poddano nie tylko wptyw atRA na ekspresj¢ VDR w ludzkich komérkach krwi
o réznym statusie dojrzatosci i zréznicowania, lecz réwnolegle zbadano takze wptyw 1,25D3, ktory
wbrew tytutowi nie nalezy do retinoidéw. Metodyka zastosowana do stworzenia wykreséw 7.1-7.7 nie
jest dla mnie zupelnie jasna i wymaga komentarza. Czy biorac pod uwage podobny poziom ekspresji
genu referencyjnego GAPDH we wszystkich trzech badanych populacjach komérek (Ryc. 10.1),
pozycja linii przerywanej oznaczajacej kontrolg rozpuszczalnika moze by¢ taka sama dla kazdej grupy
komérek, niezaleznie od wyjsciowych réznic w poziomie ekspresji VDR, o ktérym informuje rycina
7.15? Czy linia przerywana jest po prostu wzglednym poziomem wyjsciowej ekspresji réwnej 1,
niezaleznie od bezwzglednego poziomu ekspresji VDR? W takim przypadku na osi rzednych powinno
sie zaznaczyé, ze wartoéci nie sa stosunkiem VDR vs GAPDH, lecz krotno$cig indukcji po traktowaniu
dang substancja. Podobnie nalezatoby zmodyfikowa¢ opisy osi w wykresach odnoszacych si¢ do genow
CYP24A1 i CYP26A41. Na rycinach 10.2 i 10.3 przedstawiono analizg czystosci populacji komorek
macierzystych i progenitorowych izolowanych magnetycznie z krwi pepowinowej. Podobnej analizy
nie zaprezentowano dla oczyszczonych populacji progenitoréw linii mieloidalnej (CMP) i limfoidalnej
(CLP) oraz komérek macierzystych hematopoezy (HSC) analizowanych na rycinach 7.5-7.7. Do
najwazniejszych wynikoéw tej czesci badan naleza: 1) potwierdzenie ekspresji i indukcji ekspresji
wariantéw transkrypeyjnych VDR przez atRA w prawidtowych komérkach krwi zidentyfikowanych
uprzednio w liniach biataczkowych oraz ustalenie, ze catosciowa indukcja VDR przez atRA stabnie wraz
z dojrzewaniem komérek krwi 2) ustalenie aktywnosci transkrypeyjnej VDR i RAR w populacjach
komorek krwi traktowanych 1,25D3 i atRA oraz wykazanie braku efektu synergii po zastosowaniu
kombinacji obydwu zwiazkéw 3) wykazanie ponad 2-krotnego wzrostu ekspresji genu VDR po
traktowaniu atRA oraz czterokrotne podwyzszenie jego aktywnosci w komoérkach HSC i CLP po
traktowaniu 1,25D3. Wykazano takze okoto 12-krotne podwyzszenie aktywnosci receptorow RAR w
odpowiedzi na atRA w komérkach HSC i pieciokrotny jej wzrost w komérkach CLP.

W rozdziale 7.2 przedstawiono wysokorozdzielcze badania statusu metylacji dwdch wysp CpG
sgsiadujacych z egzonami la i lc promotora genu VDR w prawidtowych komorkach krwi o réznej
dojrzatoéci i zréznicowaniu, a takze w komorkach ludzkich linii biataczkowych Jurkat, KG1 i HL60
oraz w komérkach ex vivo od pacjentow cierpiacych na ostre biataczki szpikowe (AML). Zbadano takze
wplyw zwiazkéw hypometylujacych na ekspresje VDR i status zréznicowania komérek HL60. Wyniki

jednoznacznie wskazuja na brak metylacji wyspy 1a w kazdej z badanych prob oraz na Zmienne wzorce



metylacji regionu lc, ktére nie korelowaly bezposrednio z podtypem AML ani cechami
cytogenetycznymi blastow. Bardzo intrygujace sa badania zwigzkéw demetylujacych DNA w
kombinacji z 1,25D3 i atRA w linii HL60, dzigki ktérym pomimo braku zmiany wzorcoéw metylacji w
regionie lc, ani podwyzszenia ekspresji VDR, ale za to wyzszej jego aktywnosci transkrypcyjnej,
zaobserwowano znaczgce podwyzszenie ekspresji czasteczki CD11b stuzacej jako marker
réznicowania. Ta obserwacja sugeruje mozliwo$¢ selektywnego zwigkszenia aktywnosci

transkrypeyjnej VDR w linii HL60 przez traktowanie kombinacjg decytabiny i 1,25D3.

W rozdziale 7.3 przedstawiono analiz¢ ilosciowa DNA. Frustracj¢ recenzenta wywoluje brak
korekty edytorskiej tego rozdziatu. Sformulowanie na stronie 102 linijka 3 brzmigce: ,,postanowiono
zbada¢ analize ilo$ciowg gendw w wybranych populacjach komdrek™ jest w mojej opinii betkotliwe i
nic nie méwigce. Mimo, ze dalsza czgs¢ tego rozdziatu jest juz lepiej edytowana, to jednak tytul
podrozdzialu 7.3.1. sugeruje zupehlie inny typ analizy niz ten, ktéry zostal wykonany. Analize
zmiennosci liczby kopii genu wykonuje si¢ aby oszacowaé odchylenia na przyktad od diploidalnej
liczby alleli analizowanego genu, ktéra moglaby wystapi¢ na skutek rearanzacji chromosomowych
prowadzacych do ubytku badz zwigkszenia liczby kopii allelu na komoérke. Podobng analize mozna
zastosowa¢ do gendéw wielokopijnych, ktérych wyjsciowa liczba alleli na komérke diploidalng bylaby
wieksza niz 2. Wydaje si¢, ze Autorka pomylita liczbe kopii genu z catkowitg liczba transkryptéw genu
okreslong na podstawie porownania wartosci Ct w reakcji amplifikacji cDNA genu VDR w czasie
rzeczywistym do odpowiednio skonstruowanego kalibratora o znanej liczbie kopii? Jezeli rzeczywiscie
wykonano takg analize to uzyskano ciekawe dane na temat bezwzglgdnego poziomu ekspresji VDR w
analizowanych grupach komorek, ktére pokrywaja si¢ z relatywna ekspresja VDR prezentowang w
poprzednich rozdziatach. Podsumowujac, powyzsze niedoskonatosci techniczne w opisie
prezentowanych wynikéw w zadnej mierze nie wplywaja na mojg ogdlng pozytywna ocene wartosci

merytorycznej badan.

W dyskusji Autorka konfrontuje uzyskane wyniki z literatura przedmiotu. Szczegdlnie
interesujgco przedyskutowata rdéznice miedzygatunkowe pomiegdzy metabolizmem witaminy D i
funkcjonowaniem receptora VDR u czlowieka i myszy. Bardzo sugestywnie, popierajagc dwiema
rycinami zawierajagcymi wyniki badan wilasnych, Autorka przedstawila mechanizm auto regulacji
ekspresji VDR u myszy, ktory nie jest zakonserwowany ewolucyjnie u czlowieka. Z powodzeniem
ryciny 8.1-8.2 moglyby zostaé przeniesione do sekcji ,,wyniki”, a w dyskusji mozna byloby pozostawi¢
rycing 8.3, jednak rozumiem, ze badania na modelu mysim nie byly w gtéwnym nurcie zainteresowan

Autorki, stad umieszczenie tych wynikéw do dyskusji.
3. Podsumowanie:

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska, stanowi oryginalne

rozwiazanie istotnego problemu naukowego, wykazuje ogdlng wiedz¢ Doktorantki oraz umiejetnosé



samodzielnego prowadzenia przez Nig badan naukowych. Wartos¢ naukowa prezentowanych badan jest
znaczaca biorgc pod uwage, ze zostaty one opublikowane w dwoch czasopismach specjalistycznych o
zasiegu miedzynarodowym, w ktérych Pani mgr Urszula Nowak jest wiodacag wspdtautorka. Wyniki
tych badan przyczyniaja si¢ do postepu w dyscyplinie naukowej reprezentowanej przez Doktorantke.

4. Wniosek koncowy:

W mojej ocenie przediozona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pozn. zm.).

Dlatego przedkladam wysokiej Radzie Dyscypliny Naukowe; Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Wroctawskiego we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie Pani mgr Urszuli Nowak do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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