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1. Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Przedmiotem recenzji jest dysertacja doktorska Pani mgr Urszuli Nowak,
pt. ,Wspdtdziatanie receptora witaminy D (VDR) z receptorami kwasu retinowego (RAR)

w procesie hematopoezy”. Promotorem rozprawy jest Pani hab. med. Ewa Marcinkowska.

Podstawg formalng opracowania recenzji jest pismo z dnia 3 listopada 20202r.
(WB.402.2.2019/2020.VT) Pana Dziekana Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroctawskiego, dr hab. inz. Marcina Kadeja, w sprawie powierzenia mi oceny rozprawy
doktorskiej mgr Urszuli Nowak, w oparciu o uchwate Nr 69/2020 Rady Dyscypliny Naukowej

Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego.

Recenzja ma na celu ustalenie, czy rozprawa spetnia wymogi okreslone w art. 13 ust.
1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z dnia 27 wrzesnia 2017 poz. 1789).
Za przestanki oceny koncowe] przyjeto nastepujgce kryteria: sformutowanie problemu
badawczego i tematu rozprawy, cele i hipotezy badawcze, metodyka badan, ukfad tresci,

ocena merytoryczna i formalna pracy oraz opinia recenzentki o tresci rozprawy.
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2. Formalna ocena pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma konwencjonalny oraz logiczny uktad
i spetnia wymagania stawiane dysertacjom doktorskim o charakterze eksperymentalnym.
Zostata napisana klarownym i poprawnym jezykiem. W wiekszosci rozdziatéw wydzielono
liczne, trafne z merytorycznego punktu widzenia, podrozdziaty. Rozprawa liczy 159 stron
i sktada sie z nastepujgcych rozdziatéw: Streszczenia, Wstepu, Hipotez badawczych,
Materiatéw, Metod, Wynikéw, Dyskusji, Wnioskéw, Literatury, z ktérych cze$¢ zostata
podzielona dodatkowo na podrozdziaty. Zamieszczono réwniez: wykaz uzywanych skrétéw,
informacje o Zrdédtach finasowania badan oraz opublikowanych przez Doktorantke
artykutach, wykaz rycin i tabel oraz suplement, co utatwia lekture pracy oraz wzbogaca jg o

opis dodatkowych wynikéw.

Wstep liczy 39 stron i jest przegladem literatury zwigzanej z zagadnieniami
poruszanymi w pracy. Rozdziat ten jest stosunkowo obszerny, bardzo dobrze napisany od
strony merytorycznej, jak i stylistycznej i pokazuje znajomo$¢ literatury przedmiotu

Doktorantki. Rozdziat ten wzbogacony zostat poprzez 4 tabele i 16 rycin.

Jako osobny rozdziat wyodrebniono Hipotezy badawcze, ktdre zaktadajg, ze receptor
VDR ulega ekspresji i jest aktywny w prawidtowych komérkach krwi rdznicujgcych sie
oraz w komérkach catkowicie zréznicowanych, a receptor RAR reguluje transkrypcje VDR w
komodrkach hematopoetycznych. Podejmowana tematyka badawcza jest wazna z punktu
widzenia zrozumienia potencjatu terapeutycznego witaminy D w leczeniu biataczek oraz

molekularnego mechanizmu tego dziatania.

Rozdziat Materiaty zostat podzielony na 3 podrozdziaty i zawiera opis zastosowanych
zwigzkdw, uzytych przeciwciat, czynnikdw wzrostu i innych odczynnikéw, bufordéw i zestawy
odczynnikowe. Ponadto zawiera charakterystyke uzytych linii komdrkowych i ludzkich
prawidtowych komodrek krwi, a takze opis uzytych w badaniach urzadzen laboratoryjnych
oraz stosowanego specjalistycznego oprogramowania. Rozdziat Materiat zostat podzielony
na 3 podrozdziaty i zawiera opis stosowanych technik. Do realizacji postawionych celéw
badawczych uzyto wielu zaréwno tradycyjnych jak i nowoczesnych metod

eksperymentalnych, w tym technik opartych na ustalonych liniach komérkowych oraz



hodowlach pierwotnych, techniki biologii molekularnej, takie jak oznaczanie zywotnosci,
immunofenotypowanie przy uzyciu cytometrii przeptywowej, zagniezdzony PCR czy
sekwencjonowanie. Wszystkie metody =zostaty zastosowane prawidtowo. Rozdziaty

zawierajg, odpowiednio, 9i 12 tabel.

W rozdziale Wyniki, obejmujgcym 29 stron i podzielonym na tematyczne
podrozdziaty, Doktorantka dokonata omdwienia rezultatow wynikdéw przeprowadzonych
badan dotyczacych analizy zmiany ekspresji receptoréw VDR i RAR po stymulacji przez
retinoidy, mechanizmu wyciszania genu VDR, analizy kopii genéw VDR, CYP24A1 i CYP26A1

po stymulacji 1,25(0H)2D2 i retinoidami. W rozdziale tym zamieszczono 17 rycin i 2 tabele.

Po rozdziale prezentujgcym uzyskane wyniki Doktorantka zamiescita Dyskusje, liczagca
15 stron, stanowigcg omodwienie i interpretacje uzyskanych wynikéw w swietle dostepnej

literatury naukowej z tego zakresu tematycznego.

W rozdziale zatytutowanym Whnioski Autorka zamiescita 5 wnioskéw wynikajacych

z przeprowadzonych badan naukowych.

Bibliografia obejmuje 367 anglojezycznych pozycji pisSmiennictwa. Pod wzgledem

formalnym i merytorycznym sg one na ogét cytowane witasciwie.

3. Ocena merytoryczna zawartosci rozprawy

Aktywna forma witaminy D3 (1,2-dihydroksywitaminy D3, 1,25(OH)2D3 wykazuje
plejotropowe i wielonarzgdowe dziatanie dziatajac poprzez receptor jagdrowe dla witaminy D
(VDR) na ekspresje szeregu gendw zaangazowanych w réznorodne procesy. 1,25(0OH)2D3
jest niezbedna do prawidtowego funkcjonowania m.in. uktadu odpornosciowego.
Wieloetapowy i hierarchiczny proces hematopoezy wymaga precyzyjnej regulacji poprzez
liczne czynniki transkrypcyjne, w tym jadrowy receptor dla kwasu retinowego (RAR).
Zaburzenia procesu hematopoezy moze skutkowaé powstaniem choréb nowotworowych
uktadu krwiotwérczego, w tym biataczek. Mimo postepu w terapiach ostrej biataczki
szpikowej (AML) wecigz poszukuje sie nowych rozwigzan o wiekszej skutecznosci i
zmniejszajacych Smiertelnos¢ pacjentéw z AML. Jednym z rozwigzan jest terapia réznicujaca,

oparta na atRA, a 1,25(OH)2D3 jest nowym zwigzkiem moggcym promowac rdéznicowanie



komérek AML, a tym samym zwiekszajagcym antybiataczkowy potencjat tej terapii. W
przedstawionej pracy Doktorantka podjeta proby okreslenia ekspresji VDR i RAR oraz jego
aktywnosci w prawidtowych rdznicujgcych sie komodrkach krwi, okreslenia regulacyjnego
potencjatu ekspresji VDR przez RAR i atRA oraz zbadania mechanizmu opartego o

metylacje/demetylacje wyciszania VDR.

W pierwszej czesci rozprawy Doktorantka wyczerpujagco omodwita modele
hematopoezy, charakterystyke niszy krwiotwoérczych komérek macierzystych oraz czynnikéw
transkrypcyjnych zaangazowanych w proces hematopoezy. Ponadto scharakteryzowata ostre
biataczki szpikowe: ich patofizjologie, klasyfikacje, diagnostyke oraz terapie zaréwno
klasyczne jak i nowe, wskazujgc na problem niskiej skutecznosci proponowanych podejsé
terapeutycznych oraz na potencjalne przeciwnowotworowe dziatanie kwasu catkowicie-
trans-retinowego (arRA) oraz 1,25(0H)2D3. W kolejnych podrozdziatach Doktorantka
przedstawita zrodta witaminy D i metabolizm tej witaminy. Omoéwita takze organizacje genu
VDR oraz strukture receptora VDR. Dosy¢ szczegétowo opisano zostato genomowe dziatanie
1,25(0H)2D3, w tym mechanizm dziatania receptoréw jgdrowych VDR i RXR, wptyw
witaminy D3 na ukfad immunologiczny i jego antynowotworowe dziatanie oraz wptyw na
hematopoeze. Doktorantka w podobny sposéb scharakteryzowata witamine A, mechanizm
jej dziatania z udziatem receptoréw RAR i RXR. Pani mgr Urszula Nowak szczegblng uwage
skupita na ich wptywie na hematopoeze. Wstep konczy sie podrozdziatami
przedstawiajgcymi wspotdziatanie 1,25(0OH)2D3 i atRA oraz ogdlng charakterystyke
zagadnienia regulacji epigenetycznej. Tak obszerny wstep jest niezbedny ze wzgledu na
ztozonos¢ mechanizméow hematopoezy i proceséw jg regulujgcych, szerokie spektrum
dziatania atRA i 1,25(0OH)2D3 oraz zagadnien zwigzanych z biologig biataczek, ich klasyfikacja
kliniczno-patomorfologiczng i schematami leczenia chordb hematoonkologicznych.

Jednoczesnie wskazuje na potrzebe badan w podejmowanej tematyce.

W ocenie rozprawy naukowe] najwazniejszy jest oryginalny problem naukowy oraz jak
problem ten zostat rozwigzany. Postawiong hipoteze badawczg Doktorantka weryfikowata

rozwigzujac 3 gtéwne zagadnienia, ktére obejmowaty:

1) regulacje VDR przez retinoidy poprzez:



-analize ekspresji VDR i wariantow transkrypcyjnych VDR przez retinoidy w prawidtowych

komodrkach krwi na réznych etapach hematopoezy

-ocene aktywnosci VDR i RAR w prawidtowych komdrkach krwi na rdéinych etapach

hematopoezy i komdrkach progenitorowych

-analize ekspresji VDR w komodrkach progenitorowych
2) badanie mechanizmu wyciszenia genu VDR poprzez:
-badanie metylacji DNA w regionie promotorowym VDR

-mozliwosci regulacji metylacji w komodrkach biataczkowych poprzez zwigzki hipometylujgce

oraz 1,25(0OH)2D3 i atRA
-wptyw inhibitoréw metylotransferaz na ekspresje genu VDR i VDR1C

3) analize zmiany liczby kopii genéw VDR, CP24A1 i CYP26A1 po stymulacji 1,25(0OH)2D3 i
atRA.

Mnogos$é technik badawczych zastosowanych przez Doktorantke oraz biegtos¢ w ich
interpretacji budzg uznanie. Stanowig réwniez o spdjnosci catego, starannie zaplanowanego

eksperymentu badawczego.

Uwazam, ze Doktorantka w petni rozwigzata oryginalny problem badawczy, jaki przed sobg

postawita. Do najwazniejszych osiggnieé rozprawy doktorskiej nalezy zaliczy¢ wykazanie:
- ekspresji VDR w komérkach krwi u ludzi

- regulacyjnego dziatania atRA na ekspresje VDR, w tym zrdznicowanej ekspresji VDR po

stymulacji atRA i 1,25(0H)2D3 w zaleznosci od poziomu zréznicowania komérek krwi

- aktywnosci biatka VDR w komdrkach krwi na réznych poziomach hematopoezy

- spadku aktywnosci RAR w trakcie hematopoezy

- braku zaangazowania mechanizmdéw metylacji/demetylacji w regulacji ekspresji VDR.

W Dyskusji Autorka odnoszac sie do uzyskanych przez siebie wynikow badan
przedstawia ich wtasng interpretacje, analizujgc je na tle doniesien innych autordw.

Dyskutowane sg zagadnienia zwigzane z regulacja ekspresji VDR, jego aktywnosci po



stymulacji 1,25(0OH)2D3 i/lub atRA oraz wyniki dotyczagce mechanizmu wyciszania ekspresji
VDR opartego na metylacji/demetylacji. Cennym wzbogaceniem dyskusji sg ryciny
przedstawiajgce autoregulacje VDR przez 1,25(0OH)2D3 oraz ekspresje CYP26A1 i CYP24A1l w

komadrkach myszy, a takze pordwanie regulacji VDR w komdrkach mysich i ludzkich.

Przedstawiona do oceny rozprawa wnosi niewatpliwie nowe informacji na temat mozliwosci

regulacji hematopoezy zaréwno przez 1,25(0H)2D3 jak i atRA.

4. Spostrzezenia oraz uwagi krytyczne i redakcyjne

W trakcie lektury rozprawy pracy zrodzito sie u mnie kilka pytan, watpliwosci i

komentarzy, co do, ktérych chciatabym poznac¢ stanowisko Doktorantki.

1. Czy Doktorantka obserwowata korelacje pomiedzy metylacja promotora VDRlc a
rokowaniem u pacjentéw z biataczka? Zdaje sobie sprawe, ze wtaczono tylko 10 pacjentow i
istotnos¢ statystyczna mogta nie zostaé osiggnieta, jednak by¢é mozie udatoby sie

zaobserwowac trendy, ktére mogtyby wskazaé np.: pewne nowe kierunki badan.

2. Czy dane pokazane na Ryc. 7.12 i Ryc. 7.13 zawierajg dane nierdznigce sie statystycznie
istotnie? Wprawdzie Doktorantka zaznacza, ze ekspresja VDR i VDR1c byta na podobnym
poziomie, jednak poziom ekspresji pokazany wysokoscig stupkédw w niektérych przypadkach

rézni sie znacznie.

3. Zabrakto dyskusji z wynikami dotyczgacymi zmiany liczby kopii genéw CYP24A1, CYP26A1
oraz VDR po stymulacji 1,25(0OH)2D3 oraz atRA. Jaki moze by¢ mechanizm tego procesu?
Zabrakto réwniez dyskusji wynikow pokazujgcych mniejszg zmiane w licznie tych gendéw po

stymulacji 1,2(OH)2D3 i atRA nie po stymulacji samg 1,2(OH)D3.

4. Doktorantka wspominata we Wstepie o pochodnych witaminy D, jednak to zagadnienie
nie zostato szerzej przyblizone, nawet w kontekscie potencjalnego antybiataczkowego
dziatania naturalnych i syntetycznych pochodnych witaminy. Bytoby to interesujace,

zwtaszcza, ze czesc tych zwigzkdw wykazuje dziatanie promujace réznicowanie komorek.



5. Nie zostat jasno okreslony cel badawczy. Oczywiscie po lekturze dysertacji ten cel mozna

wskazaé, jednak powinien on réwniez zosta¢ wskazany przez Doktorantke.

6. Zabrakto charakterystyki pacjentéow z biataczka, od ktérych pozyskano materiat badawczy

do niniejszego projektu a takze informacji o przebiegu cigzy, czasie jej trwania itp.

7. Dane zawarte w rozdziale Wnioski majg raczej charakter podsumowania uzyskanych

wynikéw niz wnioskéw. Natomiast brakuje wnioskéw.

Z obowigzku recenzenta musze takze wspomnieé¢ o btedach edytorskich, np.: opis
innych wynikdw niz prezentowanych na Ryc. 7.9 i 7.10, btedy literowe, umieszczenie
podpisdow do niektdrych rycin na innej stronie niz rycina, brak objasnienia skrétéw na Ryc.
3.1, drobne btedy stylistyczno-gramatyczne, ktdre jednak nie wptywajg na pozytywng ocene

catosci dysertacji.

5. Podsumowanie

Przeprowadzone przez Doktorantke badania zostaty prawidlowo zaplanowane
i przeprowadzone, a uzyskane wyniki umiejetnie przeanalizowane i przekonujgco
przedstawione. Na podkreslenie i uznanie zastuguje rdznorodnos¢ metod badawczych
zastosowanych i opanowanych przez Doktorantke. W efekcie postawione hipotezy badawcze
zostaty zweryfikowane, a zaplanowane cele osiggniete, co zaowocowato opublikowaniem
wynikéw badan w dwdéch oryginalnych artykutach w czasopismach indeksowanych w bazie
JCR, o tgcznym wskazniku IF=8,922 oraz 280 punktach MNiSW. Chciatabym réwniez zwrécié
uwage na zespot, w ktérym pracuje Pani mgr Urszula Nowak, kierowany jest przez prof. dr
hab. Ewe Marcinkowsky. Zespot ten od wielu lat konsekwentnie prowadzi badania nad
mechanizmem regulacji rdznicowania komorek przez receptory jadrowe VDR i RAR, a takze
antynowotworowymi wtasciwosciami witaminy D i jej analogéw oraz kwasu retinowego.
Badania te prowadzone sg w szeroko rozwinietej wspotpracy krajowej i miedzynarodowej, co

wptywa na wysoka jakos¢ prowadzonych prac. Mam nadzieje, ze badania te beda



kontynuowane i pochodne witaminy D pozbawione wtasciwosci hiperkalcemicznych o
wtasciwosciach  antybiataczkowych takze bedg wykazywaty dziatanie promujace

réznicowanie, tym samym zwiekszajgc mozliwosci terapeutyczne u pacjentéw z biataczka.

6. Wniosek koncowy

Wysoko oceniam przedstawiong do oceny rozprawe doktorskg oraz stwierdzam, ze
dysertacja doktorska Pani mgr Urszuli Nowak, pt. , Wspdtdziatanie receptora witaminy D
(VDR) z receptorami kwasu retinowego (RAR) w procesie hematopoezy” stanowi oryginalne
osiggniecie naukowe i wnosi do badan nad wptywem witaminy D3 i kwasu retinowego na
rozne etapy hematopoezy wiele nowych aspektéw poznawczych. Praca jest poprawnie

technicznie przygotowana a jej estetyka nie budzi zastrzezen.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
spetnia warunki stawiane przed rozprawami doktorskimi okreslone w art. 13 ust. 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 pdzn. zm.) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych
o dopuszczenie doktorantki do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, ze
wzgledu na wysoki w mojej ocenie poziom przedstawionej dysertacji, wnioskuje do Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o nagrodzenie Pani

mgr Urszuli Nowak.
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