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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Klaudii Weroniki Berkowskiej zatytutowanej
,Badanie aktywnosci i mechanizmu dziatania semiselektywnych agonistéw receptora
witaminy D w komdrkach pochodzacych z réznych tkanek”
wykonanej w Zaktadzie Biotechnologii Biatek Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego
pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Ewy Marcinkowskiej

1. Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Przedmiotem recenzji jest dysertacja doktorska Pani mgr Klaudii Weroniki
Berkowskiej, pt. ,Badanie aktywnosci i mechanizmu dziatania semiselektywnych
agonistow receptora witaminy D w komodrkach pochodzgcych z réinych tkanek”.
Promotorem rozprawy jest Pani prof. dr hab. Ewy Marcinkowskiej.

Podstawg formalng opracowania recenzji jest pismo z dnia 28 czerwca 2023r.
(MNB.402.1.2018.2023.VT) Pana Przewodniczagcego Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Biologiczne, dr hab. inz. Marcina Kadeja, prof. UWr, w sprawie powierzenia mi oceny
rozprawy doktorskiej mgr Klaudii Weroniki Berkowskiej, w oparciu o uchwate Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Nr 138/2023 podjetej 22 czerwca 2023 roku.

Recenzja ma na celu ustalenie, czy rozprawa spetnia wymogi okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 poz.
478 ze zm.). Ocene koncowag oparto na nastepujgcych kryteriach: wybdr problemu
badawczego i tematu rozprawy, cele i hipotezy badawcze, metodyka badan, uktad tresci,
oraz zawartos¢ formalna i merytoryczna pracy.

2. Formalna ocena pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma konwencjonalny oraz logiczny uktad
i spefnia wymagania stawiane dysertacjom doktorskim o charakterze eksperymentalnym.
Zostafta napisana klarownym i poprawnym jezykiem. W wiekszosci rozdziatéw wydzielono
liczne, trafne z merytorycznego punktu widzenia, podrozdziaty. Rozprawa liczy 249 stron i
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obejmuje: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim (2 strony), Wstep (77 stron), Cele pracy
doktorskiej (1 strona), Wykorzystane materiaty i zastosowane metody badawcze (18 stron),
Wyniki (78 stron), Dyskusje (16 stron), Wnioski (1 strona), Suplement (25 stron), Bibliografie
(301 pozycji). Zamieszczono réwniez wykaz uzywanych skrétéw (3 strony) oraz, w
Suplemencie, spis rysunkow i tabel, co utatwia lekture pracy oraz wzbogaca jg o graficzne
przedstawienie dodatkowych wynikow. Ponadto, Doktorantka zamiescita informacje o
wynikach opublikowanych w latach 2017-2023 przez Doktorantke w anglojezycznych
artykutach (n=10), z czego w jednym jest pierwszym autorem. Ponadto Doktoranta jest
takze, wraz z Panig Promor oraz naukowcami zagranicznymi, wspodtautorkg patentu:
Compuestos de interés farmacéutico (Compounds of pharmaceutical interest); Hiszpania,
Patent ES2769905A1 (B2). 29 czerwca 2020.

3. Ocena wartosci merytorycznej

Podjeta przez Doktorantke tematyka badawcza jest niezmiernie wazna z punktu
widzenia potencjatu terapeutycznego analogow witaminy D. Aktywna forma witaminy D,
1,25(0OH)2D3, poza regulacjay homeostazy wapniowo-fosforanowej organizmu, wykazuje
roznorodne dziatanie plejotropowe, w tym prordznicujgce, antyproliferacyjne,
radioprotekcyjne i przeciwnowotworowe. Jednak ze wzgledu na dziatanie toksyczne (w tym
hiperkalcemiczne) obserwowane przy wysokich dawkach witaminy D, zastosowanie
1,25(0OH)2D3 w dawkach farmakologicznych jako terapeutyku jest istotnie ograniczone.
Dlatego poszukuje sie nowych pochodnych witaminy D, ktére beda zachowywaty wtasciwosci
terapeutyczne, rowniez przeciwnowotworowe, przy jednoczesnie zmniejszonej aktywnosci
kalcemicznej w poréwnaniu do 1,25(0OH)2D3. Dlatego uwazam, ze badania, ktérych realizacji
podjeta sie Doktorantka poszerzajg wiedze w zakresie mechanizmdéw dziatania, regulacji
aktywnosci szeregu analogdw witaminy D. Warty podkreslenia jest takze interdyscyplinarny
charakter pracy.

Wstep jest przeglagdem literatury zwigzanej z zagadnieniami poruszanymi w pracy.
Rozdziat ten jest bardzo obszerny, bardzo dobrze napisany od strony merytorycznej, jak i
stylistycznej i pokazuje znajomos¢ literatury przedmiotu Doktorantki. Szczegétowo zostaty
przedstawione zagadnienia zwigzane z synteza i degradacjg 1,25-dihydroksywitaminy D3,
receptorem witaminy D, mechanizmem przekazywania sygnatu przez 1,25-
dihydroksywitamine D3 1z udziatem receptora VDR oraz receptoréow btonowych.
Przedstawiono réwniez biologiczng role witaminy D w organizmie. W mojej ocenie ten
podrozdziat jest zbyt obszerny, zawiera informacje, ktore mozna bytoby albo pomingé, albo
przedstawi¢ w sposéb bardziej syntetyczny. Natomiast zabrakto chocéby krotkiej informacji na
temat aktywnych biologicznie metabolitédw witaminy D, ktdére zostaty zidentyfikowane in
vivo oraz wykazujg takze dziatanie przeciwnowotworowe a takze informacji na temat
jadrowych receptoréw alternatywnych dla witaminy D i jej pochodnych (np.: RORs, retinoic
acid receptors). We Wstepie przedstawiono takze charakterystyke analogéw witaminy D, w
tym oméwiono strukture chemiczng zwigzkdéw, ktore Doktorantka badata.
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Pomimo powyzszych uwag, uwazam, ze dane zawarte w tym rozdziale s3
przedstawione w sposéb zrozumiaty i stanowig dobrze przygotowane teoretyczne
wprowadzenie do podjetej w badaniach naukowych tematyki. Na uwage takze zastuguje
zamieszczenie szeregu schematéw, ktore Doktorantka przygotowata samodzielnie.

Jako osobny rozdziat wyodrebniono Cele pracy doktorskiej, ktére obejmowaty
identyfikacje etapow szlakow metabolicznych, ktére w zréznicowany sposob sg aktywowane
przez badane analogi, sprawdzenie czy réznice w dziataniu i aktywnosci analogow wystepujg
na poziomie wigzania do receptora i na poziomie komorki, okreslenie zaleznosci pomiedzy
dziataniem badanych analogéw oraz analize, czy semiselektywne dziatanie analogéw jest
zwigzane z ich transportem do wnetrza komaérki. Jednak nie przedstawiono zatozen pracy ani
hipotez badawczych. Nie zmienia to jednak faktu, ze podejmowana tematyka badawcza i
postawione cele badawcze reprezentujg wazne badania biomedyczne, ktére pozwalajg na
lepsze zrozumienie mechanizmu dziatania analogéw witaminy D oraz pozwalajg na
wskazywanie kandydatéw do dalszych badan przedklinicznych i klinicznych. Szerokie
spektrum dziatania witaminy D i jej pochodnych wskazuje na potencjalnie szerokie
terapeutyczne zastosowanie tych zwigzkow.

Rozdziat Materiaty zostat podzielony na 2 podrozdziaty i zawiera opis linii
komodrkowych uzytych do badania efektow dziatania analogéw witaminy D, liste uzytych
odczynnikow, przeciwciat, aparatury naukowo-badawczej i oprogramowania. Doktorantka
zamiescita takze informacje o pracach wykonanych w ramach prac zleconych (synteza
starteréw oraz sekwencjonowanie DNA metodg Sangera). W podrozdziale Metody
przedstawiono m. in. opisy hodowli komdrkowych, ekspozycji na badanych agonistow
receptora witaminy D, test konkurencyjnego receptora VDR i metody analizy dziatania
testowanych zwigzkow. Na uwage zastuguje szeroki wachlarz uzytych metod
eksperymentalnych, w tym technik opartych na ustalonych liniach komérkowych, technik
biologii molekularnej, w tym RT-PCR, sekwencjonowania DNA, czy analizy ekspresji biatek
metodg WB i cytometrii przeptywowej. Pomimo duzej liczby stosowanych metod
badawczych, kilku analizowanych linii komdrkowych i testowanych zwigzkéw prezentacja
metodologii jest przejrzysta, gdyz Doktorantka zdecydowata o przedstawieniu tych
informacji w formie tabel. Wszystkie metody zostaty zastosowane prawidtowo. Pomimo
dosy¢ szczegdtowych opiséw tego rozdziatu pojawito sie kilka pytan czy tez watpliwosci:

- dlaczego nie wszystkie testy wykonano dla kazdej linii komdrkowej, np.: okreslenie
lokalizacji receptora opisano dla linii HL-60, okreslenie aktywacji kinaz MAPK p44/42 dla linii
HT-29, a immunocytochemie tylko dla komérek HEK293-FRT i dla megaliny;

- dlaczego badanie efektu nokautu genu kodujgcego megaline (LRP2) przeprowadzono tylko
w odniesieniu do analogdw serii PRI i zwigzku SUNIL-1;

- nie doprecyzowano czy stosowano ptodowg surowice bydlecg oczyszczang czy
nieoczyszczang weglem aktywnym; filtrowanie surowicy weglem aktywnym powoduje
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zmniejszeniem stezenia zwigzkow steroidowych, w tym witaminy D3 i jej pochodnych,
stwarzajac bardziej kontrolowane warunki doswiadczen w eksperymentach in vitro.

W rozdziale Wyniki, podzielonym na tematyczne podrozdziaty, Doktorantka dokonata
omoéwienia rezultatéw wynikow przeprowadzonych badan dotyczgcych oceny sity wigzania
analogéw do receptora witaminy D na podstawie wartosci IC50, zdolnosci analogéw do
indukcji réznicowania komdrek ostrej biataczki szpikowej, witasciwosci biologicznych
analogdw w komérkach ostrej biataczki szpikowej, nowotwordw jelita i kosci oraz w
komodrkach nerek, w tym ocene akumulacji biatka receptora VDR w jadrze oraz wpltyw na
ekspresje wybranych genéw zaangazowanych w metabolizm witaminy, a takze kinaz ERK1/2
MAPK. Doktorantka przeprowadzita takze badania wptywu nokautu genu kodujacego
megaline (LRP2) na aktywnos$¢ biologiczng analogow serii PRI i zwigzku SUNIL-1.
Najwazniejszymi i najciekawszymi wynikami sg wyniki pokazujace:

- stosunkowo wysokie, wyzsze niz 1,25(0H)2D3, powinowactwo do VDR analogéw serii PRI,
posiadajgcej modyfikacje 19-nor oraz umiarkowanie rozbudowany tancuch boczny, poza
5105,

- wysokg aktywnos$¢ analogu PRI-5106 indukujgcg roznicowanie komaorek linii biataczkowej
- porownywalne z 1,25(0H)2D3 powinowactwo do VDR pochodnej LCA-SUNIL-1
- wysoki potencjat indukujgcy réznicowanie zwigzku SUNIL-1 do indukowania

- zroznicowany efekt analogdow serii PRI i SUNIL zarowno w obrebie grupy oraz w badanych
modelach komdrkowych

- tkankowo-specyficzny efekt dziatania analogéw serii PRI zalezny od stezenia (réznice o kilka
rzedow wielkosci).

Po rozdziale prezentujgcym uzyskane wyniki Doktorantka zamiescita Dyskusje, w
ktorej skonfrontowata uzyskane wyniki z danymi literaturowymi z zakresu tematycznego
poruszanego w ocenianej pracy, m.in. w kontekscie wptywu analogéw kazdej z serii na
ekspresje CYP24, markery réznicowania, TRPV5, TRPV6, kinaz ERK1/2. Doktorantka miata
trudne zadanie, z uwagi na prébe scharakteryzowania stosunkowo nowych zwigzkéow. Jednak
Doktorantka poradzita sobie doskonale i wyniki przedyskutowata z opublikowanymi danymi z
zakresu mechanizmow dziatania roznych analogéw witaminy D. Doktorantka rdéwniez
graficznie starata sie wyjasni¢ obserwowane zrézinicowane efekty dziatania badanych
analogéw (Rysunek 7.1.).

W pracy zabrakto wnioskéow ptyngcych z przeprowadzonych badan. Wprawdzie
Doktorantka po rozdziale Dyskusja zamiescita rozdziat Wnioski, ale w obecnej formie jest on
skréconym podsumowaniem wynikow. Zabrakto takze informacji o perspektywie dalszych
badan. W rozdziale Dyskusja Doktoranta zamiescita podrozdziat , Kierunki przysztych badan”,
jednak zawiera on informacje oparte na analizie danych opublikowanych, a nie na podstawie
whnioskow ptyngcych z przeprowadzonych prac.
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Ryciny i tabele sg adekwatne do tresci rozdziatéw, na ogét dobrej jakosci, przejrzyste i
zawierajg wiele cennych informacji.

Z obowigzku recenzenta musze wspomniec o niewtasciwym stosowaniu uproszczen,
ktore czytelnika wprowadzajg w btad. Doktorantka czesto uzywa sformutowan wskazujgcych
na analize zjawisk w komérkach jelita i kosci, jednak w badaniach zostaty uzyte linie
nowotwordéw jelita grubego i kosci. Dane dla tych analiz sg zestawiane z analizami dla linii
HEK-293 wyprowadzonej z ludzkich embrionalnych komadrek nerki i poddanych transfekgji
plazmidem pFRT/lacZeo. Inne uproszczenia znalazty sie takze we Wnioskach, gdzie
Doktorantka hastowo podaje pewne informacje, na przyktad, ,Analogi te, jako grupa,
wykazywaty najwiekszg aktywnos¢ biologiczng we wszystkich liniach komdrkowych (indukcja
ekspresji gendw w stezeniu 10 nM)”, nie wskazujgc gendw o zmienionej ekspresji.

4. Ocena koncowa

Przedstawione wyniki pracy doktorskiej Pani Klaudii Weroniki Berkowskiej stanowig
istotny wkfad w scharakteryzowanie aktywnosci agonistow receptora witaminy D: analogéw
1,25D2 z modyfikacjami tanicucha bocznego i pierscienia A (19-nor), analogéw 1,25D3 z
modyfikacjami pierscienia A (19-nor), posiadajgcych podstawnik w pozycji C-2, analogow
1,25D3 z modyfikacjami faincucha bocznego i pierscienia A (19-nor), posiadajgcych
podstawnik egzometylenowy w pozycji C-2, analogéw 1,25D3 zawierajgce ugrupowanie
dienynowe skoniugowane z aromatycznym pierScieniem D oraz pochodnych kwasu
litocholowego w linii komdrek HEK-293 uzyskanych z ludzkich embrionalnych komadrek nerki i
poddanych transfekcji plazmidem pFRT/lacZeo oraz w liniach komérkach nowotworowych:
ostrej biataczki promielocytowej HL-60, gruczolakoraka jelita grubego HT-29 oraz
kostniakomigsaka U-2-OS. Sposdb przeprowadzenia badan, przygotowania pracy oraz jej
prezentacja, a takze interpretacja uzyskanych wynikow dowodza, ze Doktorantka ma nie
tylko rozlegtg wiedze dotyczgca przedmiotu badan, ale takze umiejetnos$é analizy uzyskanych
wynikéw. Szeroki zakres zastosowanych metod badawczych oraz sposéb analizy uzyskanych
wynikow swiadczg o dojrzatosci naukowej Autorki i duzym stopniu samodzielnosci w pracy
naukowej. Na uwage zastuguje interdyscyplinarnos¢ projektu, w ktérym konieczne byto
rozwiniecie wspoétpracy z Badaczami z trzech osrodkéw, ktérzy zsyntetyzowali badane
pochodne. Moje uwagi i pytania przedstawione powyzej, jak réwniez drobne usterki
redakcyjne, btedy stylistyczne, czy literowe, ktdrych nie zamieszczatam w niniejszej recenzji,
nie podwazajg wysokiej wartosci pracy. Uwazam, ze Doktorantka w petni rozwigzata
oryginalny problem badawczy, jaki przed sobg postawita.

5. Wniosek korncowy

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Klaudii Weroniki
Berkowskiej pt. ,Badanie aktywnosci i mechanizmu dziatania semiselektywnych agonistow
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receptora witaminy D w komodrkach pochodzacych z rdéinych tkanek” spetnia wszelkie
wymagania okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 poz. 478 ze zm.). W zwigzku z powyzszym przedktadam
Radzie Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego wniosek o
dopuszczenie mgr Klaudii Weroniki Berkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, w uznaniu szerokiego zakresu badan, wartosciowych i oryginalnych wynikéw
oraz wysokg aktywnos¢ publikacyjng rekomenduje wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.
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