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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr inz. Klaudyny Fidyt
pod tytulem
»Ocena ukladu tioredoksyny jako nowego celu terapeutycznego w ostrej bialaczce

limfoblastycznej z prekursoréw limfocytow B”

Przestawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Klaudyny Fidyt zostata
wykonana pod kierunkiem Pani dr hab. Magdaleny Winiarskiej oraz pod opieka promotora
pomocniczego Pani dr Malgorzaty Firczuk w Zakladzie Immunologii, Wydziale Lekarskim
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Praca doktorska byla realizowana przy wsparciu
finansowym pochodzgcym z grantu SONATA BIS NCN nr 2015/18/E/NZ5/00723 pt. ,,Badanie
skuteczno$ci nowych pro-oksydacyjnych strategii w leczeniu ostrej biataczki limfoblastycznej
B komorkowej”; grantu ETIUDA NCN nr 2019/32/T/NZ5/00241 pt. ,,Ocena uktadu
tioredoksyny jako nowego celu terapeutycznego w ostrej biataczce limfoblastycznej B
komorkowej”, ktérego kierownikiem byla doktorantka oraz grantu finansowanego przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach programu "Regionalna Inicjatywa
Doskonatosci" (RID) nr 013/RID/2018/19 pt. ,Strategia rozwoju badan naukowych
w dziedzinie immunoonkologii (iIONKO)”.

Problematyka pracy doktorskiej dotyczy zagadnien zwigzanych z molekularnymi
mechanizmami odpowiadajgcymi za przebieg i nabywanie opornosci na leczenie podtypéw
ostre] biataczki limfoblastycznej z prekursoréw limfocytow B (B-ALL, ang. B cell precursor
acute lymphoblastic leukemia). W szczegdlnosci doktorantka skoncentrowata swoje badania na
ocenie roli stresu oksydacyjnego oraz ukladu tioredoksyny w etiopatogenezie i rozwoju
lekoopornosci komérek B-ALL. Doktorantka wykorzystujgc komercyjnie dostgpne linie
komorkowe, komorki izolowane od pacjentdéw reprezentujace rozne podtypy B-ALL, ko-
hodowle komérek B-ALL z pierwotnymi mezenchymalnymi komérkami macierzystymi
pochodzenia szpikowego (BM-MSC) oraz model mysi podjeta probe odpowiedzi na istotne z
punktu medycznego pytanie czy inhibitory ukladu tioredoksyny moga w przysztosci znalezé
zastosowanie w leczeniu ostrej bialaczki limfoblastycznej z prekursoréw limfocytow B, w

szczegolnosci w polaczeniu ze zwigzkiem celowanym w MLLr ALL.
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Postawiony cel naukowy spelnia tym samym wymog niezbedny dla uznania ocenianej
pracy doktorskiej za odpowiadajacy poziomowi jakim powinna odznacza¢ sig¢ praca doktorska,
poniewaz jego realizacja istotnie poszerza dotychczasowa wiedzg oraz stanowi przyczynek do
oryginalnego rozwigzania problemu naukowego.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Klaudyny Fidyt zostala opracowana w sposéb
typowy dla prezentacji wynikéw doswiadczalnych, obejmuje 150 str. i zawiera nastgpujace
rozdzialy: spis rycin, wykaz skrotow, streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim, wstep,
zalozenia i cel pracy, materialy, metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie, wnioski, spis
literatury oraz skany zgdd odpowiednich komisji na przeprowadzenie badan.

Wstep logicznie oraz konsekwentnie wprowadza czytelnika w zagadnienia poruszane
w rozprawie doktorskiej. W oparciu o adekwatna do tematyki literatur¢ doktorantka dokonata
opisu aktualnego stanu wiedzy dotyczacego m.in., ostrej bialaczki limfoblastyczne;j
z prekursoréw limfocytow B, strategii leczenia B-ALL, charakterystyki molekularnej,
epidemiologicznej oraz klinicznej typoéw B-ALL z rearanzacjami genu MLL, charakterystyki
systeméw antyoksydacyjnych, przegladu inhibitoréw enzymoéw antyoksydacyjnych
testowanych w badaniach przedklinicznych i klinicznych w réznych typach nowotworow
hematologicznych, charakterystyki zewnatrz- i wewnatrz-komoérkowych szlakow apoptozy
jako jednego z gléwnych mechanizméw dziatania zwigzkéw przeciwnowotworowych oraz
przegladu zwiazkow celowanych testowanych przeciwko MLLr ALL.

Do tego rozdziatu mam tylko drobne uwagi. Przyktadowo, zauwazono bledny zapisy
rodnikéw w Tabeli 2 zapewne jest to efekt bledu edytorskiego, ktéry niestety w konsekwencji
jest bledem merytorycznym. Dlatego w przyszloéci Doktorantka powinna zwroci¢ wigksza
uwage na poprawnos¢ zapisu rodnikow.

W rozdziale dotyczacym charakterystyki enzymatycznych ukladow antyoksydacyjnych
pominieto informacje o udziale cze$ci tych systemow takze do detoksykacji reaktywnych form
azotu. Wedlug recenzenta informacja ta jest istotna, poniewaz w literaturze mozna znalez¢
informacje, wskazujace na zmiany poziomu ekspresji genu iINOS u pacjentéw z B-ALL podczas
leczenia. Dodatkowo, Doktorantka musi pamigtac, ze rownowaga redoks jest warunkowana nie
tylko dynamika generowania oraz detoksykacji reaktywnych form tlenu, ale takze interakcji
zachodzacych wewnatrz komoérek pomiedzy tymi reaktywnymi formami tlenu oraz réznymi

grupami zwigzkéw, w tym tlenku azotu, lipidow, cukréw itp., przyktadowo tlenek azotu ('NO)
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moze wchodzi¢ w reakcje z anionorodnikiem ponadtlenkowym (O:™), tworzgc nadtlenoazotyn
(ONOO).

Opis wykorzystanych linii komoérkowych, uktadéw eksperymentalnych, materiatu
klinicznego oraz zastosowanych technik i procedur laboratoryjnych zostal dokonany z nalezytg
starannoscig i pozwala na dokladne przesledzenie wszystkich etapéw przeprowadzonych
eksperymentéw. W rozdziale Metody opisano wszystkie procedury eksperymentalne
wykorzystane do weryfikacji hipotezy badawczej oraz osiagniecia zdefiniowanych przez
Doktorantke celow pracy. Recenzent nie ma watpliwosci, ze jako$¢ merytoryczna oraz ilo$¢
uzytych metod, zastosowanych technik oraz narzedzi eksperymentalnych $wiadczy o bardzo
dobrym warsztacie Doktorantki.

Drobnym mankamentem tego rozdziatu jest natomiast brak tabelarycznego zestawienia
charakterystyki materialu klinicznego uzytego w pracy (takich jak wiek pacjenta, zastosowane
leczenie lub inne procedury, ktére moga mie¢ znaczenie dla koncowych wynikéw wykonanych
eksperymentow, indywidualna charakterystyka fenotypowa z wykorzystaniem cytometru lub
wynik diagnostyki klinicznej z wykorzystaniem narzedzi molekularnych, stwierdzone
dodatkowe mutacje lub odstgpstwa od typowego obrazu dla B-ALL). Tabela taka mogtaby
zostac dotgczona jako suplement do pracy doktorskiej i pozwolitaby czytelnikowi na tatwiejsza
oceng uzytego materialu do pracy badawczej.

Rozdzial zawierajgcy prezentacje oraz opis wynikow stanowi cenne zrédlo wiedzy
naukowe;j. Prezentacja wynikéw zostala usystematyzowana w sposéb tworzacy logiczny ciag
zmierzajacy do udzielenia odpowiedzi na zdefiniowane w pracy doktorskiej cele. Wyniki
zostaly przedstawione na bardzo dobrze opracowanych 30 rycinach oraz dodatkowo w jednej
tabeli.

Nalezy podkresli¢, ze weryfikacja hipotezy badawczej zostala przeprowadzona
z najwyzszg starannoscig. Do swoich eksperymentéw Doktorantka wykorzystata nie tylko
dostgpne rézne komercyjnie linie komorkowe (doktadnie osiem), ale takze material izolowany
od pacjentow, jak rowniez technike ksenotransplantacji komérek MLLr ALL do myszy
z niedoborem odpornoéci.

Do najwazniejszych wnioskéw zaprezentowanych w tej czesci pracy nalezy uznaé: A)
w komorkach izolowanych od pacjentéw chorych na B-ALL wystepuja zaburzenia homeostazy
redoks; B) komérki B-ALL (linie komoérkowe, komorki pierwotne) wykazuja zwiekszony

poziom enzymow z ukladu tioredoksyny: PRDX1, TXN1, TXNRDI; C) linie komorkowe oraz
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komodrki PDX B-ALL s3 wrazliwe na dzialanie auranofiny oraz adenantyny (inhibitoréw
uktadu tioredoksyny) w monokulturze i w ko-hodowli z BM-MSC; D) auranofina wykazuje
dzialanie przeciwnowotworowe in vivo w modelu ksenotransplantacji komoérek MLLr ALL do
myszy; E) wenetoklaks uwrazliwia komorki MLLr ALL na auranofing w warunkach in vitro i
in vivo, F) kombinacja auranofina + wenetoklaks prowadzi do $mierci komoérek MLLr ALL na
drodze apoptozy; G) auranofina indukuje NOXA na poziomie transkrypcji, czesciowo w
wyniku zmian upakowania chromatyny w obrgbie genu PMAIPI.

Przedstawione w pracy wnioski, zakres i jako$¢ zaprezentowanych wynikow wskazuje,
ze Doktorantka przedstawila oryginalne rozwiazanie problemu naukowego i tym samym
spetnila ustawowy warunek stawiany pracom doktorskim. Po przeczytaniu i merytorycznej
analizie tego rozdzialu recenzentowi nasunelo si¢ jednak kilka pytan. Rycina 6 prezentuje
poréwnanie ,,ilo§¢ mRNA kodujacego enzymy nalezace do ukladu tioredoksyny w liniach
komorkowych B-ALL” - czy doktorantka nie ma obaw, ze takie nierowne grupy badane
Llimfocyty B (n=2), centroblasty (n=2) oraz linie komérkowe B-ALL (n=6)" mogg zaburzac¢
przeprowadzong analizg statystyczng? Czy doktorantka sprawdzila liczbe kopii analizowanych
genow PRDXI, TXNI, oraz TXNRDI w poszczegdlnych liniach komdrkowych? Czy
obserwowana zmienno$¢ w ekspresji genéw w liniach komérkowych B-ALL nie wynika
z posiadania réznej ploidalnosci lub dodatkowych aberracji chromosomowych tych komérek?
Stwierdzenie, ze wzrost ekspresji TXNRDI wskazuje zaburzenia homeostazy redoks komorek
B-ALL nie jest w tym miejscu do konca uprawiony. Nalezaloby bowiem wskaza¢ poziom
reaktywnych form tlenu oraz poziom uszkodzen DNA/bialek lub peroksydacji lipidow, ktory
bylby bezposrednim dowodem na zaburzenie wspomnianej réwnowagi.

W rozdziale wyniki Doktorantka czesto opisujac wyniki otrzymane testem MTT
wskazuje, ze przy jego uzyciu okresla ,,zywotno$¢ komorek™ co jest bledem. Testem na
zywotno$¢ jest np. barwienie blekitem trypanu. Z kolei test MTT oparty jest na pomiarze
aktywnosci metabolicznej komorek, a zatem test ten nie moze by¢ rozpatrywany jako test
zywotnosci czy liczby komorek czy cytotoksycznosci bez zastosowania dodatkowych
roznicujacych te parametry testow toksykologicznych. Moze si¢ bowiem okazaé, ze czgsc
testowanych zwigzkow lub okreslonych ich stezen bedzie indukowalo wylgcznie efekt
cytostatyczny lub cytotoksyczny lub obnizalo metabolizm komérki. Dlatego recenzent sugeruje
w kolejnych pracach Doktorantki uzywaé zamiast ,,% zywotnosci komorek™ ,,% aktywnych

metabolicznie komorek™.
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Wyniki na rycinie nr 10 wskazuja, ze zastosowane inhibitory - auranofina oraz
adenantyna nie sg obojetne dla zdrowych komérek PBMC. Czy obserwowane efekty byly
wywolane dzialaniem cytotoksycznym czy raczej cytostatycznym zastosowanych lekow?
Zaprezentowany wynik nie rozstrzyga tej kwestii.

Z kolei w rozdziale opisujacym mechanizm dzialania auranofiny w komérkach B-ALL
Doktorantka przywoluje wyniki opublikowane ze swoim udzialem (jako autora wiodacego)
oraz podsumowuje, ze auranofina prowadzi do akumulacji reaktywnych form tlenu oraz
indukuje aktywacje szlakow odpowiedzi na stres komérkowy zwiazanych z ER. Natomiast
nalezy zauwazy¢, ze Doktorantka nie pokazuje w dysertacji ani w przytoczonej publikacji
kompleksowej analizy aktywacji biatek szlaku stresu ER, a tylko wybrane biatka
wspomnianego szlaku. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze stres ER moze by¢ aktywowany
zaleznie i niezaleznie od reaktywnych form tlenu. W jaki sposob Doktorantka rozstrzygneta ta
kwestig? Czy Doktoranta rozwazala, ze obserwowana $mier¢ komorek moze byé indukowana
na drodze innego mechanizmu? Przykladowo czy obserwowany efekt wzrostu $miertelnosci
komorek moze mie¢ zwigzek z inhibicja aktywno$ci proteosomalnej lub inhibicja
PIBK/AKT/mTOR? W tej czesci - zdaniem recenzenta - zabraklo wykonania kontrolnego
eksperymentu z wykorzystaniem np. N-acetylocysteiny, ktéra pozwolitaby jednoznacznie
potwierdzi¢, ze obserwowane efekty maja zwigzek z reaktywnymi formami tlenu.

Niezaleznie od powyzszych pytan i watpliwosci zaprezentowane wyniki oceniam wysoko,
w szczegolnosci wyniki zaprezentowane w rozdziale dot. poznania roli procesow
epigenetycznych w indukeji PMAIPI przez auranofing. Doktorantka wykazata, ze auranofina
promuje wzrost poziomu acetylacji lizyny 27 histonu 3 (H3K27ac) w obrebie genu PMAIPI.
W tym miejscu zasadne jest tez pytanie czy auranofina modyfikuje poziom acetylo-CoA —
nalezy bowiem zaznaczy¢, ze acetylacja histonéw jest uzalezniona od jego poziomu i to wlasnie
acetylo-CoA moze by¢ dodatkowym elementem lgczacym efekty stresu oksydacyjnego
z obserwowanymi zmianami epigenetycznymi w komoérkach B-ALL.

Dyskusja zostala opracowana w sposob wyczerpujacy, wskazujac na duzg znajomos$é
problematyki dotyczacej ostrej bialaczki limfoblastycznej z prekursoréw limfocytow B. Na
szczegolne podkreslenie zastuguje bardzo wnikliwa krytyczna analiza otrzymanych wynikow
dotyczacych opisanych mechanizméw dzialania auranofiny oraz potencjalnego zastosowania
inhibitorow ukladu tioredoksyny jako nowego celu terapeutycznego. Podsumowanie zawiera

konstruktywne stwierdzenia, a wnioski koncowe sg wywazone.
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Whiosek koncowy

W podsumowaniu recenzji chcialbym stwierdzi¢, iz mimo moich uwag, bardzo
wysoko oceniam przestawiong prace doktorska Pani mgr inz. Klaudyny Fidyt oraz stwierdzam,
ze spelnia ona wymogi ustawowe stawiane pracom doktorskim, poniewaz udowodnila, ze
samodzielnie potrafi rozwigzywaé sformutowany problem naukowy poprzez odpowiednio
zaplanowane eksperymenty, ich interpretacje, krytyczng dyskusje oraz wywazone wnioski.
W zwiazku z powyzszym wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr inz. Klaudyny Fidyt do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
Ze wzgledu na wysoka wartos¢ naukowa wynikow oraz opublikowang prace z zakresu
tematyki doktoratu z pierwszym autorstwem Pani mgr inz. Klaudyny Fidyt w czasopi$mie
Molecular Oncology wnioskuje do Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego

Uniwersytetu Medycznego o wyrdznienie ocenianej przeze mnie rozprawy doktorskiej.
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