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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Justyna Joanna Trynda

Tematem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej Justyny Tryndy sa:

,Czynniki molekularne determinujace wrazliwosé komorek ludzkich biataczek
| chtoniakdéw na kalcytriol i takalcytol”

Promotor pracy: dr hab. Joanna Wietrzyk, prof. nadzw.
Zaktad Onkologii Doswiadczalnej Laboratorium Doswiadczalnej Terapii
Przeciwnowotworowe;j, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.

1) Ocena merytoryczna
a) trafnosc¢ podjetej tematyki i jej oryginalno$é.

Witamina D3 powstaje w Sposob naturalny w komérkach skory (keratynocytach)
pod wplywem dziatania promieniowania ultrafioletowego typu B, Zzawartego w Swietle
stonecznym. Zgodnie z Klasycznym modelem. do petnej aktywacji witamin D (kalciferol)
wymaga sekwencyjnej modyfikacji poprzez nydroksylacje w watrobie i nerkach.
Co ciekawe, skorka jest jedynym organem. w Ktorym zachodza wszystkie etapy
powstawania aktywne; formy witaminy D — kalcytriolu (1,25(0OH),D5). Kalcytriol petni
Istotng role w zachowaniu homeostazy wapniowo-fosforanowej oraz Jest niezbedny
dla prawidtowego dziatania uktaddw:  kostnego, nerwowego, miesnioweqo,

Z uwagi na plejotropowe dziatanie witaminy D od wielu lat prowadzone sg badania
nad zastosowani witaminy D w terapii. Co wigcej, ogoinoswiatowy niedobor witaminy D,
wigzany jest nie tylko z wystepowaniem osteoporozy, Czy Krzywic, lecz réwniez
Z& zZwigkszong zapadalnoscig na Szereg chorob cywilizacyjnych, w tym nowotworéw.
Zahamowanie wzrostu komorek nowotworowych przez kalcytriol zostato potwierdzone

w badaniach in vitro, in VIVO, oraz w badaniach klinicznych na wiely modelach, jednak
Jego potencjalne zastosowanie Jest ograniczone przez ryzyko hyperkalcemii. Dlatego tez
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poszukuje sig¢ analogdw witaminy D, o niewielki wptywie na homeostaze wapniowo-
fosforanowa, przy zachowanej wysokie] aktywnosci przeciwnowotworowej oraz
Immunomodulacyjne;. Oddzielnym zagadnieniem sa badania dotyczacych markeréw
wrazliwosci na witamine D, ktére mogtyby by¢é wykorzystane do preselekcji pacjentow
do terapii celowane;.

Rozprawa doktorska Justyny Tryndy $wietnie wpisuje sie w nurt najnowszych
badan, wigzac badania Cytotoksycznosci analogow witaminy D z badaniem
mechanizmoéw wewnatrzkomaérkowych aktywowanych przez te zwigzki.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska w formie monografia, przygotowana
zostata zgodnie, z tak zwanym ,starym trypem” (Rozporzadzeniem MNiSW 2z dnia
22 wrzesnia 2011 r., bedacym nowelizacjg art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r
O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki).
Manuskrypt zawiera, az 180 stron maszynopisu, w tym, 13 rycin, 20 tabel oraz
az 67 wykreséw, ktére bardzo dobrze lustrujg i podsumowuja omawiane zagadnienia.
Warto zwréci¢ uwage, ze czesc badan ujetych w rozprawie, zostato Juz opublikowanych
w International Journal of Molecular Sciences (INT J MOL SCI 2015; 16(10): 24873
24894), a mgr Justyna Trynda jest pierwszym autorem tego manuskryptu.

b) ocena uzyskanych rezultatéw

Gtowna cze$¢ rozprawy doktorskiej Justyny Tryndy opiera sie na wynikach
badania wrazliwosci 9 linii komorkowych ludzkich biataczek i chtoniakéw na aktywng
forme witaminy D - kalcytriol (1 29(OH)2D3) oraz nowg pochodna takalcytol (1,24(0OH),D3)

Oprocz badan dotyczgcych zahamowania wzrostu, czy cyklu komorkowego,
autorka skupita sie na znalezieniu potencjalnych mechanizmoéw molekularnych
odpowiedzialnych za wrazliwo$é komorek na pochodne witaminy D w zaleznosci
od czasu inkubacji. We wstepnych badaniach mgr Trynda okreslita wptyw badanych
ZWigzkow na tempo podziatéw komorkowych (metodg MTT), cykl komorkowy (cytometria
przeptywowa), morfologie komoérek (barwienia May-Grunwald-Giemsa), oraz Indukcje
roznicowania sie komérek poprzez wykrywania markerow powierzchniowych (cytometria
przeptywowa). Nastepnie doktorantka podjeta sie proby znalezienia Korelacji miedzy
wrazliwosC badanych linii na kaleytriol lub takalcytol, a stopniem zréznicowania oraz
pochodzeniem komorek (linie mieloidalne vs limfoidalne), indukcja ekspresji gendéw
zwigzanych z aktywnoscig witaminy D (VDR PDIA3), oraz polimorfizmu receptora
wigzacego witamine D - VDR. Na szczegolng uwage zastuguja badania aotyczace
wptywu analogéw witaminy D na ekspresje biatek CYP24A1, p53, NFkB. Bak1, Bim, p21,
pZ27 oraz specyficznych dla tych biatek regulatorowych czasteczek miRNA.

Wsréd najistotniejszych wnioskow wynikajacych z przedstawionych badan nalezy
wymienic:

- Wyzszg wrazliwosé linii mieloidalnych w poréwnaniu do limfoidalnych, ze szczegolnym
uwzglednieniem badan dotyczacych zahamowania proliteracji, zatrzymania cyklu
komorkowego oraz indukgji réznicowania sie komorek.
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- wzrost poziom VDR, PDIA3 oraz CYP24A1 (mRNA i biatko) pod wptywem analogéw

witaminy D, szczegolnie w linia wrazliwych.

- wykazanie zwigzku polimorfizméw VDR na wrazliwo$é¢ komdrek na analogi witaminy D.
podwyzszenie poziom inhibitora cyklu komoérkowego biatka p27, ale nie p21

pod wptywem badanych zwigzkow.

- obnizenie poziomu biatka p53 oraz czynnika transkrypcyjnego NFxB pod wptywem
kalcytriolu | takalcytol.

- obnizenie poziomu biatka proapoptotycznego Bim oraz podwyzszenie Bak
pO zastosowaniu badanych analogéw witaminy D.

- Zbadanie korelacji miedzy poziomem specyficznych miRNA, a poziomem pbadanych
biatek.

Nalezy podkresli¢ bardzo duzg réznorodnos$é technik oraz doswiadczen wchodzacych
w sktad rozprawy doktorskiej, co $wiadczy nie tylko o $wiethym opanowaniu warsztatu
badawczego, ale rowniez o tym, ze mgr Justyna Trynda, $wietnie porusza sie
w tematyce nowotwordw krwi, jak i witaminy D.

Jako przewodni cel pracy autorka podaje poszukiwanie czynnikow molekularnych
odpowiedzialnych za wrazliwo$¢ komérek nowotworowych na analogi witaminy D.
Pomimo ogromne;j ilo$¢ przeprowadzonych badan oraz bardzo skrupulatnej prezentacji
I omowieniu wynikow, odnosze wrazenie, ze tak naprawde przedstawiona do oceny
rozprawa doktorska to raczej poczatek badan, ktére mam nadzieje, beda kontynuowane.
Doktorantka swietnie zdaje sobie sprawe z pewnych ograniczer w iInterpretacji wynikow,
gdyz szereg wnioskow formutuje w trybie przepuszczajacym np. ,Poziom czgsteczek
miR-27b 1 125b moze wpfywac na wrazliwo$¢ komorek... poprzez obnizenie ilosci VDR’
(wiosek 6, strona 137). Taki ostrozne podejscie od interpretacji wynikow Swiadczy
O duzej dojrzatosci naukowej doktorantki. Z drugiej strony pozostaje pewien niedosyt
| pytanie, czy nie mozna byto skupi¢ sie np. tylko na indukcji apoptozy i zbada¢ dogtebnie
mechanizmy aktywowane przez kalcytriol czy takalcytol, wykazujac potencjalne réznice
miedzy liniami i zwigzkami?

Z uwagi na funkcje recenzenta, ma kilka pytan, uwag, sugestii, ktore nalezy
traxtowac, raczej jako przejaw mojej ciekawosci naukowej, niz krytyke pracy.

1. Autorka wskazuje na bardzo krétki okres potowicznego rozpadu kaleytriolu, ktory
wynosi od 4 do 6 godziny. Czy w doswiadczeniach, ktére trwaty do 120 godzin,

podawano badane zwigzki kilkukrotnie, czy wymieniano pozywke? Czy wiadomo
cos na temat stabilnosci takacytolu?

2. W  przedstawionych badaniach do$¢ sporo miejsca poswiecono biatkom
regulujgcym apoptoze (p53, Bak1, Bim) oraz miRNA, ktére wptywaja na ich
ekspresje. Nie znalaztem natomiast badan samej apoptozy. Co ciekawe, juz przy
badaniu cyklu komodrkowego, mozna bylo uzyska¢ pewne informacje na temat
apoptozy, badajgc frakcja subG1. Czy autorka badata indukcje apoptozy?

3. Jak doktorantka interpretuje znaczne rozbiezno$ci miedzy wzglednym poziomem
MRNA, a iloscig biatka w badanych liniach (np. CYP24A1 Wykres 4.19), oraz

w wielu miejscach brak korelacji miedzy zmianami poziom mMRNA i biatka
po stymulacji analogami witaminy D (np. Wykres 4.21).

3



4. Rozdziat dyskusja jest bardzo ciekawy, a autorka bardzo sprawnie porusza sie
W tematyce. Zastanawiam sig, tylko czy doktorantka stosowata jakie$ narzedzia
statystyczne, dzigki ktorym powstaty Tabele 6.2-6.87 Je$li nie to, na jakie
podstawie okreslata znamienno$¢ zmiany badanych parametrow?

O.  Troszeczke brakuje dyskusji dotyczacej pordéwnania wtasnosci kalcytriol
| takalcytol. Np. czy autorka obserwowata jakie$s réznice we wrazliwosci komorek
lub poziomie badanych biatek po indukcji.

Chciatbym réwniez doda¢, ze o ile autorka stosuje klasyczny podziat nowotworéw

Krwi (klasyfikacja FAB) to bardzo dobrze omawia uzyskane wyniki w oparciu analize

kariotypow badanych linii, aby wykaza¢ potencjalny wptyw mutacii, translokacji oraz

powstawania biatek fuzyjnych na wyniki swoich badan, co w mojej opinii jest bardzo
sfusznym podejsciem.

¢) poprawnos¢ formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna.

Praca napisana jest bardzo dobrze, a czytajgcy nie ma problemu,
ze zrozumieniem jej tresci, ani z podgzaniem za logikg przedstawianych wynikow.
Autorka bardzo skromnie opisuje wyniki, stosujgc strone bierng (zrobiono, wykonano),
co Jest charakterystyczne dla publikacji naukowych. Natomiast w przypadku pracy
doktorskiej nalezatoby jednak pisa¢ w pierwszej osobie liczby pojedyncze;j,
Co Jednoznacznie okreslitoby wkitad doktorantki w wykonanie prezentowanych
doswiadczen. Od strony jezykowej chciatbym jedynie zwrécié uwage na pewne
stwierdzenia, ktore od lat pojawiajg si¢ w pracach naukowych, a sg pewnymi skrotami
myslowymi lub przyjety sie mimo tego, ze nie do korica sg poprawne.

1 tkspresja biatek — geny ulegajg ekspresji, biatka powstajg w wyniku syntezy,
a proces ten nazywany jest translacja.

2. llosSC czgsteczki zamiast iloS¢ biatka.

3 Western blott, raczej Western blot

4. W spisie pojawia sie réwniez CYP24 i CYP27, chociaz w pracy biatka te Sa

poprawnie identyfikowane CYP24A1 oraz CYP27A1 lub CYP27B1.

5. Na stronie 22: 25-hydroksylazg jest CYP24A1, a powinien byé CYP2R1
(ewentualnie zgodnie ze starszg literaturg CYP27A1).
Oddzielnym problemem sg ttumaczenia z polskiego na angielski i odwrotnie.

VV streszczeniu w jezyku angielskim znajdujg sie, miedzy innym, takie stwierdzenia: .The

aim of the study was understanding”, “linear origin”, “associated with aggressive
disease”.

Czes¢ skrotéw (w spisie skrotow) przettumaczono niepoprawnie lub dostownie:
ASR (ang. awareness of anger) - wspétczynnik surowy zachorowalnosci Ilub
umieralnosci”

,LDLBCL (ang. diffuse large B-cell lymphoma) - chtoniak z duzych rozlanych limfocytow
B". Na szczescie, w tekscie rozprawy skroét ten jest poprawnie wyjasniony.

Chciatbym podkresli¢, ze niewielki btedy, ktére wymienitem, nie wptywaja
na ogolng ocene pracy i sg zrozumiate w przypadku tak obszernego opracowania (180
stron).

2) Ocena metodologiczna

a) dobor literatury, umiejetnosci, wykorzystania zrodet
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mgr Justyna Trynda bardzo dobrze porusza si¢ zarowno w terminologii
biologicznej, klinicznej, jak i biochemicznej. Wstep do rozprawy zawiera liczne dobrze
dobrane odnosniki literaturowe (imponujaca liczba 366 pozycji). Mata uwaga dotyczgca
klasyfikacji nowotworéw uktadu krwiono$nego oraz imfatycznego. Warto zwréci¢ uwage,
ze& opublikowano szereg nowszych opracowan niz cytowana Klasyfikacja WHO z 2008.
Jest to istotne, gdyz rozwdj technik sekwencjonowania DNA w ostatnich latach
zdecydowanie powiekszyt nasza wiedze dotyczacg tych nowotworéw. Niemniej jednak
W czesci dyskusja autorka odnosi sie w gtéwnej mierze wiasnie do najnowszej literatury.

b) poprawnosc formutowania probleméw i hipotez (zatoZzeri badawczych).

Podjeta tematyka wiacza sie bardzo dobrze w nurt swiatowych badan
nad zastosowaniem analogéw witaminy D w terapii przeciwnowotworowej. Problem
badawczy zostat sformutowany poprawnie, a gtownym celem byto znalezienie podstaw
molekularnych wrazliwosci komérek nowotworowych na D kalcytriol i takalcytol. Pdzniej
autorka wymienia szereg podpunktéw, ktore majg prowadzi¢ do osiggnie okreslonego
celu. Doktorantka réwniez poprawnie interpretuje wyniki, a w podsumowaniu przedstawia

osiggniete cele badawcze. Jak juz wspominatem. z uwagl na bardzo duzg réznorodnosé
badanych procesoéw ich pelne zbadanie wymagatoby doktadniejszej analizy molekularne;j.

c) trafnoS¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetno$é ich zastosowania.

Autorka wykorzystata klasyczne metody biologii molekularnej takie jak test MTT,
badanie cyklu komdrkowego oraz analizy powierzchniowych antygenéw przy
wykorzystaniu cytometrii przeptywowe;j. Analize wzglednego poziomu MRNA oraz
polimorfizmu wykonata przy pomocy techniki PCR. Poziom biatka w komérkach
oznaczata stosujgc technike Western blot oraz testu ELISA. Chciatbym, w tym miejscu
podkreslic ogromng ilos¢ wykonanych oznaczen, ich dobre zaplanowanie, oraz
skrupulatng analize. Wydaje mi sie, ze witasnie ze wzgledu na ilo$¢ doswiadczen |
bogatg metodologie, uwazne przeczytanie manuskryptu rodzi kilka pytan.

Plerwsze pytanie dotyczy wyboru metody. W badaniach biatek VDR i PDIA3,
autorka stosowata metode Western blot, ktéra byC moze nie jest idealna do oznaczen
llosciowych, natomiast umozliwia jako$ciowa oceng badanych biatek. Dlaczego w dalsze;
czgsci pracy wykorzystano test ELISA? Czy rownolegle (przynajmniej wybiérczo)
potwierdzono uzyskane wyniki metoda Western blot? Co oznacza zapls poziom biatka
W pg, bgdz ng na ml? Moze na mililitr lizatu komérkowego?

W punkcie 4.1 (strona 53) podano definicje ICs. O ile angielska definicja jest raczej
poprawna (the half maximal inhibitory concentration), to niestety wydaje sie, ze polskie
ttumaczenie moze byé mylace: ,warto$é stezenia, przy ktérym dochodzi do zahamowania
proliferacji 50% komorek” (strona 53). Co tak naprawde w pracy okreslane jest, jako ICsg,
czy stezenie analogu, przy ktérym osiaga sie 50% maksymalnego zahamowania wzrostu
komorek, czy tez takie stezenie analogu, przy ktory uzyskiwano zahamowanie 50%
wszystkich komorek?

Ciekaw rowniez jestem, w jaki sposéb przeprowadzono badani frakcji komorek
aneuploidalnych?



Na zakonczenie chciatbym podkreslic. ze bardzo WYSOKOo oceniam warsztat
badawczy Pani mgr Justyny Tryndy. Swiadczy o tym, wielokierunkowa analiza wptyw

badanych zwigzkéw na sporg grupe, bo az 9 linii nowotworowych. Na szczegolne

uznanie zastuguje wigczenie badan miRNA, jako czynnika regulujacego ekspresje
badanych gendw.

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

Praca ma klasyczny uktad, zawiera doktadny spis tresci, drobiazgowy spis
skrotdw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, bardzo obszerny wstep,
wypunktowane cele pracy, obszerny rozdziat dotyczgcy materiatbw i metod, pdznie
rozdziat rezultaty oraz dyskusje. Nalezy podkresli¢ imponujaca ilogé zgromadzone;
literatury (366 pozycji). Manuskrypt zawiera rowniez, spis rycin, tabel i schematdéw. oraz
suplement, w ktérym zamieszczone sa dodatkowe wyniki, ktore dopetniajg prace.

Praca jest przejrzysta, a rysunki, tabele oraz wykresy swietnie jg ilustruja. Szkoda
tylko, ze nie udato sie doktorantce zachowaé Jednej formatu wykreséw pod wzgledem

kolorystyki, chyba, ze ma to jakie$ znaczenie dla pracy, ktorego ja nie bytem w stanie
niestety docenié.

3) wnioski koncowe (konkluzja).

Podsumowujac, monografia Justyny Tryndy oparta jest o imponujaca serie
doswiadczen, wyniki sg dobrze opisane i zilustrowane, a dyskusja bardzo ciekawa
| wywazona. Szkoda tylko, ze zasadnicza Cz@SC pracy nie zostala jeszcze
opublikowana. Natomiast z drugiej strony, mam nadzieje, ze moje drobne uwagi
zadziataja stymulujaco i przyczynia sie powstania bardzo dobrych publikaciji.
Uwazam, wiec ze przedstawiana do recenzji rozprawa doktorska spetnia wszystkie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim, dlatego tez pozwalam sobie
przedstawic Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii

Doswiadczalnej, PAN we Wroctawiu, wniosek o dopuszczenie Pani Justyny Tryndy
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

brof. dr hab. Michat Zmijewski
N b Zak ”I,éé] "
Gdads %X{Qﬂ: Medyczny

Gdansk, dnia 06.11.2017 Prof. dr hab. Michat Zmijewski,



