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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Klaudii Weroniki Berkowskiej

Tematem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej Pani mgr Klaudii
Berkowskiej jest: ,Badanie aktywnosci i mechanizmu dziatania semiselektywnych agonistéw
receptora witaminy D w komérkach pochodzgcych z réznych tkanek”.

Promotor pracy: Prof. dr hab. Ewa Marcinkowska, Wydziat Biotechnologii,
Uniwersytet Wroctawski we Wroctawiu.

1) Ocena merytoryczna

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska przygotowana zostata w formie
monografii, na podstawie, Art. 179 ust. 6-9 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r., poz. 1669
z pézn. zm.). Manuskrypt zawiera, az 249 numerowanych stron, w tym, 96 ryciny i 46 tabele.
| chociaz manuskrypt nie opiera sie na publikacjach naukowych, to warto podkresli¢,
ze mgr Klaudia Berkowska jest autorkg 10 publikacji poswieconych analogom witaminy D,
a wiec jej wktad w rozwdj naszej wiedzy o mechanizmach aktywowanych przez analogi
witaminy D jest z pewnoscig znaczny.

a) trafnos$¢ podjetej tematyki i jej oryginalno$é.

Aktywna forma witaminy D — 1,25(0OH)2D3 jest to hormon sekosteroidowy o bardzo
szerokim spektrum dziatania. Oprécz klasycznego wptywu na uktad kostny, witamina D
reguluje réwniez prace miesni, komérek nerwowych, uktadu odpornosciowego oraz proces
odnowy bariery naskérkowej. W ostatnich latach coraz wiecej danych klinicznych oraz
publikacji naukowych wskazuje na przeciwnowotworowe dziatanie witaminy D oraz jej
analogébw. Wydaje sig, ze witamina D nie tylko jest istotna z punktu widzenia prewenc;ji
nowotwordw, ale réwniez moze znalez¢ zastosowanie w terapii opartej na zastosowaniu
odpowiednio wysokich dawek. Niestety dtugotrwate przyjmowanie wysokich dawek witaminy D
moze wigzac si¢ z rozwojem hiperkalcemii, dlatego tez wiele laboratoriéw na catym $wiecie
poszukuje nowych analogéw witaminy D, o obnizonym wptywanie na gospodarke wapniowo-
fosforanowg, ale przynajmniej o zblizonej do 1,25(0OH)2D3 aktywnosci przeciwnowotworowej.
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Jak dotad scharakteryzowano juz wiele zwigzkéw o takich wiasciwosciach; jednak mechanizm
ich odmiennego dziatania nie zostato dostatecznie poznany. Dlatego tez, tak obszerna
i dobrze udokumentowana praca swietnie wpisuje sie w najnowsze trendy badan nad witaming
D i uzupetnia naszg wiedze na temat jej plejotropowego dziatania, dostarczajac szereg
ciekawych informaciji.

b) ocena uzyskanych rezultatow

Rozprawa doktorska Pani mgr Klaudii Berkowskiej oparta zostata o dobrze
zaplanowane badania polegajgce na obserwacji efektéw biologicznych nowych pochodnych
witaminy D, zsyntezowanych przez zespdt prof. dr hab. Andrzeja Kutnera w Instytucie
Farmaceutycznym (Warszawa, Polska) oraz prof. dr. hab. Rafata Sicinskiego z Wydziatu
Chemicznego, Uniwersytetu = Warszawskiego  (Warszawa, Polska).  Dodatkowo,
scharakteryzowano réwniez aktywno$¢ pochodnych kwasu litocholowego zsyntetyzowanych
na Wydziale Chemii Organicznej Uniwersytetu Santiago de Compostela (Santiago
de Compostela, Hiszpania): przez zespét prof. Antonio Mourifio.

Wsréd  najistotniejszych  wnioskéw  wynikajacych z  przedstawionych badan,
nalezy wymieni¢:

1. Wykazanie, ze modyfikacja w obrebie pierscienia A (C-2) prowadzi zazwyczaj do obnizenia
powinowactwa pochodnych witaminy D do receptora VDR oraz obnizenia aktywnosci
analogow witaminy D. Natomiast, wydtuzenie taricuch bocznego, ale bez jego rozbudowy
nie wptywa znaczaco na powinowactwo do receptora.

2. Wykazanie, ze analogi serii PRI, posiadajgce modyfikacje 19-nor, a w szczegélnosci
PRI-5106, wykazujg znaczng aktywno$¢ biologiczna.

3. Wykazanie, ze wyniki dokowania in silico nie pokrywajg sie z danymi doswiadczalnymi
wigzania analogéw do receptora VDR.

4. Wykazanie, ze wéréd analogéw kwasu litocholowego (seria SUNIL), tylko SUNIL-1
wykazywat znaczne powinowactwo do receptora VDR oraz aktywno$¢ biologiczng.

5. Wykazanie, korelacji migdzy ekspresja genu CYP24A1, a aktywnoscig biologiczng
analogéw z serii PRI, w tym indukcja ekspresji genu TRPV6.

6. Nie stwierdzono natomiast korelacji miedzy sitg wigzania badanych analogéw do receptora
VDR, a ich aktywnoscig biologiczna.

Whikliwa analiza przedstawionych wynikéw skfania mnie do zadania paru pytan oraz
sformutowania sugestii do dalszych badan.

1. Generalnie, zastanawiam sig, czy potrzebna byta tak wnikliwa analiza statystyczna danych,
szczegolnie tych, ktére na pierwszy rzut oka nie wykazywaty znamiennosci statystyczne;.

2. Jesli chodzi, o badania indukcji ekspresji genu CYP24A1 metodg RT-PCR, to czy zbadano
ilosciowo poziom wyjéciowy transkyptéw w réznych liniach? W normalnych warunkach
ekspresja genu CYP24A1 jest bardzo niewielka (na granicy detekcji). W przypadku takich
komorek inkubacja z 1,25(0OH)2Ds skutkuje, indukcjg rzedu tysiecy razy lub wiecej.
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Natomiast w komoérkach o wysokiej wyjsciowej ekspresji CYP24A1, indukcja moze by¢
bardzo niewielka (by¢ moze tak jest w przypadku linii HEK-293-FRT). Dlatego tez, gen
CYP24A1, by¢ moze nie byt najlepszym markerem do poréwnywania aktywno$ci analogéw
witamin D w klonach z delecja(mutacjg) LRP2. Prawdopodobnie réwniez dlatego pomimo
zastosowania skomplikowanej i rozbudowanej analizy statystycznej nie udato sie wykazac
wptywu megaliny, kodowanej wtasnie przez gen LRP2, na aktywnos$é pochodnych.

3. Dlaczego, od razu, po wstepnej analizie nie zdecydowano sie zsekwencjonowac
wybranych klonéw potencjalnie niosgcych delecie genu LRP2? Sama analiza
przy wykorzystaniu specyficznych primeréw oraz techniki RT-PCR, czy zastosowanie
nukleazy jest bardzo ciekawa z uwagi na metodologie, jednak niestety nie przyniosta
oczekiwanych rezultatéw.

4. Wydaje mi sie, ze okreslenie poziomu biatek (CYP24A1, czy TRPV5 i TRPV6) utatwitoby
interpretacje wynikéw ekspresji badanych genow.

5. W pracy (w dyskusji) zabrakto troche, catoSciowego poréwnania badanych zwigzkow.
Brakuje odpowiedzi na pytania: ktéry z badanych zwigzkéw wykazywat najwyzszag
aktywnos$¢, czy mogtby by¢ zastosowany w terapii i dlaczego? Takiego podsumowania
wynikéw brakuje réwniez w streszczeniu.

Oceniajgc, catosciowo uzyskane wyniki nalezy podkresli¢ ogromng ilo§¢ wykonanych
oznaczen, a zamieszczone powyzej uwagi w zaden sposob nie umniejszajg zastug doktorantki
oraz wkfadu w rozwdj dziedziny. Natomiast, przedstawione do oceny wyniki badan mozna
podsumowac stwierdzeniem, ze oprécz samej struktury zwigzkéw, kluczowa role w ich funkgciji
biologicznej moga odgrywaé nie do konca poznane czynniki wewngtrzkomérkowe, ktére
warunkuja, albo modelujg odpowiedz na witamine D i jej pochodne.

¢) poprawno$c¢ formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna, sposéb prezentacji.

Rozprawa napisana jest poprawnie pod wzgledem jezykowym, co jest szczegdlnie
godne pochwaty, jesli weZmiemy pod uwage obszerno$¢ dzieta (249 stron!). Z uwagi
na funkcje recenzenta chciatbym zapytac¢ tylko o jedng kwestie (strona 205), co autorka miata
na mysli piszac, ,ze dalsze badania kliniczne nie sg zadawalajgce”?

2) Ocena metodologiczna
a) dobor literatury, umiejetnosci, wykorzystania Zrédet

Praca Pani mgr Klaudii Berkowskiej zawiera imponujgcg ilo§¢ 301 dobrze dobranych
odnosnikéw literaturowych. Troszke szkoda, ze najnowszych prac (z ostatnich 5 lat)
jest stosunkowo niewiele. Zdaje sobie sprawe, ze praca jest bardzo rozbudowana, ale troche
brakuje mi omoéwienia naturalnych metabolitow witamin D, takich jak na przyktad
3-epi-25(0OH)D, czy tez pochodnych 20(OH)D. Warto sie¢ zapoznaé¢ z dokonaniami na tym polu
Prof. Andrzeja Stominskiego (UAB, Alabama, USA), czy Prof. Roberta Tuckay'a z Perth
(The University of Western Australia, Australia). Na przyktad, prace dotyczgce aktywnosci
pochodnych 7-dehydroholesterolu czy lumisterolu bylyby przydatne do dyskusji dotyczgcej
kwasu litocholowego.



b) poprawnos¢ formutowania probleméw i hipotez (zatozen badawczych).

Podjeta tematyka jest jak najbardziej aktualna, nie tylko z naukowego punktu widzenie,
ale réwniez z praktycznego, coraz wiecej sie méwi o antynowotworowym dziataniu witaminy D,
nie tylko w profilaktyce, ale rowniez w terapii. Hiperkalcemia jest jednym z gtéwnych powodéw,
dla ktérych stosowano duzych dawek witaminy D w terapii byto ograniczone. Jednak szereg
badan naukowych wskazuje, ze witamina D niekoniecznie jest gtdbwnym czynnikiem
wywotujacy hiperkalcemie. Na przyktad dtugotrwate leczenie wysokimi dawkami witaminy D
(10000 IU dziennie przez wiele miesiecy) stosuje sie z powodzeniem w leczeniu tuszczycy.
By¢ moze wiec, rébwniez inne czynniki przyczyniajg sie do rozwoju zaleznej od witaminy D
hiperkalcemii. Natomiast badanie pochodnych witaminy D, nie tylko stuzy do znalezienia
nowych zwigzkédw o niskim wptywie na poziom wapnia, o poréwnywalnych do 1,25(OH)2D3
wtasno$ciach przeciwnowotworowych, ale réwniez do zbadania mechanizmoéw aktywowanych
przez pochodne. Mgr Klaudia Berkowska formutuje 5 do$¢ szczegétowych celéw, ktére mozna
uprosci¢ do pytania o molekularne podtoze aktywnosci biologicznej pochodnych witaminy D.

¢) trafno$¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetno$¢ ich zastosowania.

Na szczegdlna uwage zastuguje wykonanie oznaczen dla ponad 20 nowych
pochodnych witamin D oraz kwasu litocholowego, zsyntezowanych w 3 wiodacych osrodkach
w kraju i zagranicg. Autorka wykorzystata szeroki wachlarz technik laboratoryjnych, w tym:
zbadata wigzanie pochodnych do receptora VDR; indukcje réznicowania z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej; akumulacje jadrowag biatka VDR metodg Western blot; aktywnos$é
szlaku MAPK przy pomocy techniki Western blot; oraz ekspresje genéw z zastosowaniem
techniki RT-PCR. Co istotne, badania wykonano na kilku modelach komérkowych, w tym:
komérkach linii ostrej biataczki promielocytowej (HL-60); linii HEK293-FRT (Flp-InTM 293),
uzyskanej z lini HEK293 (embrionalne Iludzkie komorki nerek); linii  komorkowej
gruczolakoraka jelita grubego (HT-29); oraz komoérkach U-2-OS - linii komoérkowej
kostniakomigsaka. Godne uwagi jest rowniez, samodzielne wykonanie nokautu genu LRP2
w komérkach HEK293-FRT (Flp-InTM 293) oraz wnikliwa analiza uzyskanych klonéw.
Réwniez opracowanie statystyczne uzyskanych wynikéw jest bardzo rozbudowane,
co Swiadczy o tym, ze doktorantka nie tylko jest biegta w pracy laboratoryjnej, ale réwniez
Swietnie radzi sobie ze skomplikowang analizg statystyczna.

Praca jest bardzo obszerna i bardzo dobrze udokumentowana, jednak, uwagi
na funkcje recenzenta mam kilka pytan i uwag dotyczgcych metodologii oraz prezentowania
wynikow:

- Wydaje mi sig, ze czes$¢ odpisdbw metod np. analiz statystycznych; tworzenia nokautu genu
LPR2 oraz analizy klonéw, ktére umieszczone sg w wynikach, mogtaby sie znalezé¢
w metodach.

- W badaniach wptywu analogéw witaminy D na ekspresje markeréw réznicowania, cze$é
wykreséw skazuje, ze najprawdopodobniej stezenie badanych zwigzkéw byto zbyt niskie,
aby osiggng¢ maksymalng aktywacje, co w zasadzie uniemozliwia obliczenie ECso (np.
Rysunek 6.10, dolny panel, PRI-5105 i PRI-5106; Rysunek 6.14, dolny panel, PB-25S)

- Czy w do$wiadczeniach przedstawionych na Rysunku 6.17, wykonano réwniez, oznaczenie
czystosci frakcji, na przyktad z wykorzystaniem biatka jadrowego jako markera?



Na zakonczenie chciatbym podkreslic, ze bardzo wysoko oceniam warsztat
badawczy Pani mgr Klaudia Berkowskiej oraz jej dociekliwo$¢ w prowadzeniu badan
naukowych.

d) poprawno$c¢ uktadu pracy i struktury podziatu tresci.

Praca ma klasyczny uktad, zawiera bardzo dokfadny spis tresci oraz skrotow;
po ktérym znajduje sie streszczenie, w jezyku polskim i angielskim. Bardzo obszerny wstep
obejmujgcy 76 stron maszynopisu, systematycznie wprowadza czytelnika w tematyke
witaminy D, poczynajac od jej syntezy i metabolizmu. W dalszej czesci, scharakteryzowane sg
wewnatrzkomérkowe szlaki aktywowane przez witamine D, a nastepnie rola oraz mechanizm
dziatania witaminy D w réznych tkankach i komérkach. Na zakonczenie omoéwione
sg modyfikacje i analogi witaminy D wraz z charakterystykg ich aktywnos$ci biologiczne;.
Rozdziat sam w sobie, mégtby stanowi¢ oddzielng prace przeglagdowg lub podrecznik
o witaminie D.

Rozprawa doktorska Pani mgr Klaudia Berkowska opiera sie na hipotezie badawczej
przedstawionej w postaci 5 celéw, a raczej spéjnych tematycznie pytan badawczych. Kolejny
rozdziat opisuje bardzo drobiazgowo materiaty i metody. Co nieco dziwne, struktura
i charakterystyka badanych zwigzkow omowiona jest we wstepie. Nastepny rozdziat
to opis rezultatow, w ktérych doktorantka systematycznie i w sposoéb logiczny przedstawia
uzyskane wyniki, ktére omawiane w oparciu o metodologie badan, z podziatem
na poszczegoélnych grup zwigzkéw. Z jednej strony takie podej$cie umozliwia poréwnanie np.
sity wigzania analogéw witaminy D do receptora, ale utrudnia cato$ciowg charakterystyke
poszczegblnych zwigzkéw. Dlatego, tez wazng czescig wynikéw jest analiza statystyczna,
w tym badania korelacji np. pomiedzy powinowactwem wigzania, a indukcjg réznicowania
komorek linii HL-60.

Dyskusja, w znacznej cze$ci, opiera sie na omodwieniu wynikéw i zawiera tylko
13 nowych cytacji. Nalezy jednak podkresli¢, ze sama praca, jak juz to byto wspomniane
powyzej, posiada bardzo rozbudowany wstep i az 301 odno$nikéw literaturowych, co $wiadczy
o bardzo dobrej znajomosci literatury oraz umiejetnym jej wykorzystaniu. Co ciekawe,
z wnikliwej lektury dyskusji, mozemy dowiedzie¢ sie, ze spora czes¢ prezentowanych wynikéw
zostata juz opublikowana. Szkoda, wiec, ze nie udato sie przygotowa¢ rozprawy w oparciu
o publikacje. Nie ma jednak watpliwosci, ze praca zostata przygotowana bardzo starannie,
w jezyku polskim, a Pani mgr Klaudia Berkowska unikneta szeregu czestych btedéw
jezykowych, literowek oraz stosowania zargonu laboratoryjnego, ktéry pojawia sie w tego typu
opracowaniach.

Przy tak obszernej pracy, trudno jest méwi¢ o brakach, ale wydaje mi sie, ze dyskusja
mogtaby zwiera¢ rysunkowe podsumowanie uzyskanych wynikéw, pokazujgce badane
modyfikacje strukturalne oraz ich wptyw na aktywnosci analogéw witaminy D. Szkoda,
tez, ze autorka nie podjeta proby uszeregowania badanych analogéw i wybrania najlepszych
oraz poréwnania ich aktywnosci do zwigzkéw uzyskanych przez inne zespoty badawcze.
Przy okazji rodzi si¢ pytanie, co dalej z analogami, jakie sg plany badawcze?

Chciatbym podkresli¢, ze wszystkie sugestie i uwagi zawarte w przedstawionej
recenzji, w zadnej mierze nie umniejszaja dokonan doktorantki oraz wartosci
poznawczej prezentowanych wynikow.



3) wnioski koricowe.

Podsumowujac, monografia Pani mgr Klaudia Berkowskiej zawiera drobiazgowa
charakterystyke imponujace grupy analogéw witaminy D, przy wykorzystaniu
réznorodnych technik oraz modeli komérkowych. Na szczegdlne wyréznienie zastuguje
Swietna znajomo$¢ metod statystycznych, oraz ich umiejetne zastosowanie.
Nie mam, wiec watpliwosci, ze przedstawiana do recenzji rozprawa doktorska spetnia
wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie
z Art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. 2018, poz. 1668 z p6zn. zm.), dlatego tez pozwalam sobie przedstawi¢ Wysokiej
Radzie Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne, Uniwersytetu Wroctawskiego
we Wroctawiu, wniosek o dopuszczenie Pani Klaudii Berkowskiej do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.
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