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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Ewy Podgérskiej ""Wybrane aspekty dzialania witaminy D3 jako
czynnika wspomagajacego leczenie czerniakéw" wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab.
Krystyny Urbanskiej z Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie oraz Prof. Andrzeja Stomifiskiego z Department of Dermatology,
University of Birmingham at Alabama, USA.

Podstawa formalna recenzji

Podstawe formalng opracowania recenzji stanowi art. 31 ustawy z dnia 14 marca

2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.

Warto$¢ naukowa: oryginalno$é, aktualnosé i przydatno$é podjetego problemu badanego

Badania ostatnich lat wykazaly iz witamina D ma znacznie szersze i bardziej donosne
znaczenie dla zdrowia oraz przezycia organizmu niz uprzednio sgdzono. Witamina D jest
kluczowa nie tylko do zachowania homeostazy wapniowo-fosforanowej, ale takze warunkuje
poprawne dzialanie ukladu immunologicznego, nerwowego oraz endokrynnego. Oczywistym
bylo, iz skéra, bedagc najwickszym organem, a takze miejscem syntezy witaminy D bedzie
gldwnym beneficjentem jej dobroczynnego dzialania. Poprawa jakosci bariery naskdrkowej
wskutek nasilenia réznicowania keratynocytow, dziatanie przeciwzapalne poprzez kaskade NFkB

i aktywacje przekaZnictwa sympatycznego oraz dzialanie antyproliferacyjne to jedynie skrawek



korzysci dla skory. I wlasnie ten ostatni aspekt, niezwykle istotny dla zdrowia, byl przedmiotem
pracy doktorskiej mgr Ewy Podgorskie;.

Badania z poczatku XXI wieku wskazujg na wyrazny zwigzek pomi¢dzy poziomem
witaminy D w osoczu, ekspresja jej receptora w tkankach a prewalencja nowotworow. Nie tylko
zapadalno$¢ ale takze stopien zlosliwosci nowotworu oraz przezywalno$é jednostki jest $cisle
powigzana z witaming D. Dotyczy to réwniez nowotworow skéry, w tym najbardziej
niebezpiecznej formy — czerniaka, wywodzacego si¢ z melanocytéw, komorek syntetyzujacych
melaning.

O ile znacznie wigcej wiadomo o wplywie roznych form witaminy D na rozwoj czerniaka
skory o tyle jedynie znikoma ilo$¢ informacji istnieje dla czerniaka blony naczyniowej oka.
Pomimo iz oba typy nowotwordw wywodzg si¢ z melanocytéw to zaobserwowano istotne réznice
w ich genotypach, wlaczajac brak mutacji BRAF i NRAS w melanomie ocznej co sugeruje nie
tylko inng etiopatogenezg, ale takze warunkuje rodzaj podj¢tego leczenia. W przypadku melanomy
ocznej, jako forma leczenia, oprocz nukleacji galki ocznej stosuje si¢ rOwniez promieniowanie
jonizujace. Jednak komorki czerniaka sg bardziej oporne na energi¢ jonizujgcag niz inne typy
nowotwordw gdyz zawarta w nich melanina pochtania cz¢$¢ promieniowania i zapobiega jego
cytotoksycznemu dzialaniu. Istnieja przeslanki wskazujgce iz witamina D moze zwickszaé
podatno$¢ guza na promieniowanie jonizujace, cho¢ mechanizm wigczony w te zaleznosé
pozostaje nadal niewyjasniony. T¢ swoistg ,,radioczuto$¢” nowotworu w obecno$ci lub braku
witaminy D doktorantka rowniez badata w przedstawionej pracy.

Z licznych badan in vitro, przedklinicznych na zwierzetach oraz klinicznych wiemy, iz
tylko wysokie poziomy witaminy D majg dzialanie antyproliferacyje skutecznie hamujgce rozwoj
guza. Tak wysokie poziomy mogg jednoczesnie powodowaé hyperkalcemi¢ oraz odkladanie si¢
depozytow wapnia z nast¢pujacg niewydolnoscig kluczowych organéw dla zycia. To gléwna
przyczyna, dla ktorej naukowcy starajg si¢ stworzy¢/opracowaé nowe pochodne lub tez prekursory
witaminy D pozbawione aktywnosci hyperkalcemicznej. Zastosowanie takich zwigzkow
pozwolitoby na znaczne spowolnienie wzrostu lub tez redukcje wielkosci guza, zmniejszato
wspolistniejacy stan zapalny a przy tym pozbawione byto negatywnych skutkéw ubocznych.

W przedstawionej pracy doktorantka podj¢ta si¢ proby wykazania wplywu zwigzkow z
grupy witamin D na przezywalnos$¢ a takze fenotyp czerniaka blony naczyniowej oka. Temat

podjetych badan uwazam za bardzo trafny, nowatorski oraz wazny, gdyz nukleacja gatki ocznej



jest czesto jedyna skuteczng formg terapii niepozostajaca bez wplywu na samoocen¢ i
samopoczucie chorego. Dlatego tez kazda nowa forma terapii, nawet adjuwantowej,
przyczyniajaca si¢ do przedtuzenia lub poprawy jakosci zycia zastuguje na szczegélowe badanie i

atencje.

Poprawnosé redakcyjna oraz warto$¢ merytoryczna rozprawy

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Ewy Podgorskiej zostala napisana zgodnie z
obowigzujgcymi wymogami dla rozpraw naukowych i obejmuje ona 114 stron i zawiera 37 figur,
8 rycin, 4 fotografie oraz 2 tabele. Oceniana dysertacja posiada uklad typowy dla tego rodzaju
opracowan, tj. obejmuje spis tresci, wykaz skrétow, cele 1 zalozenia, materiaty i metody, wyniki,
dyskusje, wnioski, bibliografie, streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Praca napisana jest
zwiezlym, czytelnym i precyzyjnym jezykiem, a znajomos¢ terminologii zwigzanej z podjetymi
badaniami nie budzi zastrzezen. W pracy mozna co prawda znalez¢ kilka niezrgcznych
sformulowan, badz nie do konca jasnych zdan, ale nalezy podkreslié, ze ma to charakter
incydentalny. Pi$miennictwo obejmuje 183 pozycje, przy czym sg to doniesienia w pelni aktualne
i nie budzace zastrzezen pod wzgl¢dem merytorycznym.

W liczacym 23 strony wstepie doktorantka zwigzle acz wyczerpujaco przedstawia nam role
witaminy D w organizmie czlowieka od jej syntezy, sposobu dziatania, do metabolizmu wiacznie.
Skupia sie na antyproliferacyjnych i przeciwzapalnych mechanizmach jej dziatania. Przedstawia
alternatywne szlaki metaboliczne gdzie hydroksylacja przy udziale cytochromy kodowanego
genem CYP11A1 prowadzi do uzyskania zwigzkoéw testowanych w jej doswiadczeniach.
Oszacowano, iz az 21 hydroksylowanych metabolitow witaminy D powstaje wskutek tej
alternatywnej drogi metabolicznej. Gloéwnymi przedstawicielami tej grupy sg 20(OH)D3 oraz
20,23(OH)2D3, ktére doréwnuja aktywnosci biologicznej najbardziej aktywnej formie w
klasycznym szlaku tj. 1,25(OH)2D3 w zakresie przeciwzapalnym, antyproliferacyjnym i
nasilajgcym roznicowanie komorek. Zaklada si¢ rowniez iz hydroksylowane pochodne, podobnie
jak klasyczna witamina D3, aktywujg specyficzny receptor VDR, i jako ligand powoduja
translokacje¢ fragmentu z cytoplazmy do jadra co odzwierciedla jego fizjologiczng funkcjonalnosé.

Doktorantka w sposoéb poprawny i rzetelny przedstawila wspoélczesne poglady na
powstawanie oraz przebieg czerniaka, tak typu skornego jak i ocznego. O ile powszechnie

wiadomym jest iz promieniowanie stoneczne odgrywa istotng rol¢ w melanomagenezie to
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przedstawienie roli kazdej z dlugosci fal w tym procesie znacznie podwyzszyloby wartos¢ tej
pracy. W skrocie, najkrotsze dhugoscig fali UVB ma nasilniejsze biologiczne dzialanie gdyz
bezposrednio uszkadza DNA. Dhuzsze falag UVA, pomimo iz ma mniejszg biologicznie sil¢, to
przenika glebiej i dodatkowo prowadzi do generacji wolnych rodnikéw w skérze. Ponadto,
zarbwno UVB jak i UVA aktywuja skorny ekwiwalent osi podzgérzowo-przysadkowo-
nadnerczowej (ang. HPA axis) skutkujacy nasilong produkcja kortyzolu, ktéry powoduje lokalng
immunosupresj¢ przyczyniajgca si¢ do niewychwycenia zmutowanych melanocytow. Dalej z
kolei, frakcja niebieska $wiatla widzialnego (400-450 nm), aktywujac receptor dla melanoopsyny,
zaburza cykl okolodobowy komorki, natomiast promieniowanie podczerwone (700 nm -1 mm),
pomimo iz ma niewielki impakt biologiczny, to stanowigc wigkszo$¢ ogolnej ilosci energii Swiatla
stonecznego ma réwniez wplyw na funkcje melanocytéw poprzez ochrong ich przed apoptoza. To
moze spowodowac ,,niewychwycenie” komorki ze zmutowanym DNA i dalszg jej proliferacje w
kierunku guza. Niewiadomo jednak, czy wplyw poszczegélnych frakcji promieniowania
slonecznego jest tozsamy dla melanomy ocznej jak to zostalo opisane w przypadku czerniaka
skory.

Doktorantka jasno sprecywata cele pracy w 4 chronologicznie zaprojektowanych
zadaniach majacych na celu wykazanie aktywnos$ci antyproliferacyjnej nowych pochodnych
witaminy D jako leczenia adjuwantowego przy jednoczesnym napromieniowaniu jonizujgcym; w
odniesieniu do klasycznej witaminy D.

W materialach i metodach doktorantka sprawnie przedstawia typ materiatu biologicznego,
rodzaj testowanych zwigzkéw oraz metody pomiarowej. Na szczegblng uwage zastuguje fakt iz
doktorantka biegle posluguje si¢ lub ma glebokie zrozumienie wielu rdéznorodnych technik
badawczych. W prezentowanej pracy wykorzystano miedzy innymi hodowle komérkowe 2D i 3D
oraz material biologiczny pobrany od pacjentow po ekstrakcji galek ocznych. Uzyto metode
CRISPR stuzacg do oceny zmiany genotypu komorkowego, Western Blot do oceny potilosciowej
oraz Immunohistochemi¢ do lokalizacji in situ ekspresji szukanych bialek, oraz inne bardziej
powszechne standardowe metody biochemiczne. Warto podkreslic bardzo dobrg znajomosé
techniki promieniowania protonowego i sposobu oceny przezywalno$ci komdrek w modelach LQ
1 MTSH, ktérych wyniki zostaly przeliczone za pomoca skryptow MATLAB.

Wszystkie uzyskane wyniki zostaly przeanalizowane z uzyciem odpowiednich dla metody

typu testow statystycznych. W zaleznosci od typu uzyskanych danych przeprowadzono jedno lub



wieloczynnikowg analiz¢ wariancji a uzyskane wartosci P mniejsze niz 0.05 uznano za
statystycznie istotne.

Jedynie drobne zastrzezenie, z funkcji recenzenta, dotyczy opisu figur. Uwazam iz ich opis
znacznie zyskalby na wartosci gdyby dodano 1 lub 2 zdania konkluzji uzyskanych wynikow. To
by znacznie wlatwilo zrozumienie i szybszg interpretacje poszczegéinych figur.

W wyniku przeprowadzonych badan doktorantka uzyskala ciekawe wyniki wskazujgce na
istotny wplyw zwigzkow z grupy witaminy D na przezywalnosé¢ komorek czerniaka. Jednakze
stopien pozytywnej odpowiedzi na leczenie zwiazkami witaminy D byl bardzo zréznicowany i
uzalezniony od typu komorek, rodzaju zwigzku badanego oraz techniki uzytej do detekcji zmiany.
Brak jednoznacznie konkluzywnych wynikéw swiadczy o wysokiej heterogennosci badanych linii
czerniaka oraz stopnia ekspresji receptora VDR czy tez enzymoéw degradujacych witaming D. I
choé¢ mechanizm uwrazliwienia komorek czerniaka uprzednio traktowanych witaming D na
promieniowanie jonizujagce pozostaje nadal niewyjasniony to wyniki uzyskane z
przeprowadzonych badan przyczyniaja si¢ do zaprojektowania nowych bardziej celowanych
doswiadczen w przysziosci.

Doktorantka w sposob niezwykle dojrzaly naukowo dyskutuje uzyskane wyniki z
istniejacg literatura. Cytuje oraz analizuje prace naukowe z ostatnich 15 lat powstale w wiodacych
o$rodkach naukowych badajgcych czerniaki blony naczyniowej oka, skory oraz witaming D.
Doktoranta poprowadzita dyskusj¢ w sposob uporzadkowany i umiejetnie zinterpretowala
uzyskane wyniki. Nie unika ona zmierzenia si¢ z sytuacjami, w ktérych pojawiaja si¢ roznice w
tym zakresie, lecz stara sie znalez¢ dla tych rozbieznosci wytlumaczenie. Rozdzial ten, tak jak

calo$¢ pracy, napisany jest bardzo dobrze dobranym i wywazonym jezykiem.

Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji rozprawa stoi na bardzo dobrym poziomie naukowym.
Uzyskane wyniki stanowig cenny wklad do dotychczasowej wiedzy na temat chemio- i radio-
terapii czerniaka blony naczyniowej oka i mogg by¢ pomocne w zakresie optymalizacji tej terapii,
a ponadto wskazuja, ze uzyte w eksperymentach linie komérkowe moga by¢ wiarygodnym i
przydatnym modelem doswiadczalnym. Zastosowana metodyka odpowiada standardom
obowigzujgcym w tego typu badaniach i nie budzi zastrzezen. Doktorantka wykazala dobre

opanowanie warsztatu badawczego i duza sprawnosé w prowadzeniu badan eksperymentalnych
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oraz interpretacji ich wynikéw. Badania te zostaly rzetelnie udokumentowane, a przedstawione
wyniki sg oryginalne.

Stwierdzam, Zze rozprawa doktorska mgr Ewy Podgoérskiej odpowiada wymogom
stawianym dysertacjom na stopien doktora nauk okre§lonym w art. 13 ust. 1 Ustawy o stopniach i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. Nr
65, poz. 595 z pdzn. zm.). Przedktadam zatem wniosek Wysokiej Radzie Wydzialu Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie mgr Ewy
Podgorskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorgc pod uwage wysokie walory naukowe i praktyczne uzyskanych wynikow,
zwracam si¢ do Pana Dziekana oraz Wysokiej Rady Wydziatu o wyrdznienie rozprawy stosowna

nagrodg.

Cewmk Seologw ot

dr hab. Cezary Skobowiat



