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W zataczeniu przesytam 2 egzemplarze recenzji Rozprawy Doktorskiej mgr inz.

Klaudyny Fidyt pt.:

.ocena uktadu tioredoksyny jako nowego celu terapeutycznego w

ostrej biataczce limfoblastycznej z prekursoréw limfocytow B”.

Pragne serdecznie podziekowac za zaszczyt recenzowania pracy.
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Rozprawy doktorskiej mgr inz. Klaudyny Fidyt

Ocena ukladu tioredoksyny jako nowego celu terapeutycznego

w ostrej bialaczce limfoblastycznej z prekursoréw limfocytow B

Zgodnie z uchwalg Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego z dnia 17 marca 2021 roku o powolaniu mnie na recenzenta WYZ€] wymienionej

rozprawy, mam zaszczyt przedstawi¢ ponizszg opinie.

Oceniajgc przediozong mi rozprawe na stopie doktora nauk medycznych, dokonam je;
charakterystyki w zakresie:

1. wartosci celu badawczego,

2. poprawnosci metodycznej,

3. redakcji przedtozonej pracy,

4. znaczenia wnioskow wynikajacych z przeprowadzonych analiz.

1. Wartos¢ celu badawezego

Wyniki badan naukowych nad ostrg biataczka limfoblastyczng (ALL) u dzieci w ostatnich
dziesi¢cioleciach wykazaty, ze jest to choroba bardzo réznorodna nie tylko klinicznie, ale
rowniez pod wzgledem proceséw genetycznych i molekularnych zachodzacych w komérkach
biataczkowych. Nadal poszukiwane s3 alternatywne strategie terapeutyczne zwlaszcza dla
pacjentow z grupy wysokiego ryzyka. Scharakteryzowanie ekspresji enzyméw ukladu
tioredoksyny w ALL z komoérek prekursorowych limfocytow B (BCP-ALL) oraz zbadanie,
czy enzymy te moga by¢ nowym celem terapeutycznym stalo si¢ przedmiotem ocenianej
rozprawy doktorskie;.

We Wstegpie Doktorantka w sposéb dokladny omoéwita najpierw biologiec BCP-ALL
w  kontekscie stwierdzanych aberracji genetycznych i molekularnych. Nastepnie

scharakteryzowata obowigzujace protokoly leczenia ALL. Szczegb6lnie doktadnie

Doktorantka opisata podtyp BCP-ALL z rearanzacjami genu MLL. Kolejny fragment wstepu



poswigcony jest mechanizmom antyoksydacyjnym umozliwiajgcym przezycie komorek
nowotworowych w warunkach stresu oksydacyjnego. W przypadku nowotworéw
hematologicznych wywodzacych sie z limfocytéw B, wiele badan wskazuje szczegdlng role

ukfadu tioredoksyny we wspieraniu przezycia komérek nowotworowych. Jak Doktorantka

stusznie wskazata, poziom ekspresji oraz wplyw elementéw ukladu tioredoksyny na progresje
oraz odpowiedZ na terapi¢ nie zostaly jak dotad zbadane w BCP-ALL. Mgr inz. Klaudyna
Fidyt nastgpnie scharakteryzowala procesy apoptozy jako jeden z gldwnych mechanizméw
dzialania zwigzkow przeciwnowotworowych i omoéwila potencjalne zastosowanie lekow
blokujgcych inhibitory apoptozy w terapii BCP-ALL z rearanzacjami genu MLL. Z tego
1 innych fragmentéw Wstepu wynika niezbicie, ze Doktorantka jest bardzo dobrze
zaznajomiona z tematykg wykonywanych badan.

Giownym celem pracy doktorskiej bylo okreslenie czy uklad tioredoksyny moze byé
nowym celem terapeutycznym dla chorych na BCP-ALL z grupy wysokiego ryzyka. Mgr
Klaudyna Fidyt na podstawie podsumowanych we Wstepie informacji postawila sobie
nastepujgce szczegdlowe cele pracy:

I. oceng stresu oksydacyjnego oraz poziomu enzymow ukiadu tioredoksyny
w liniach komérkowych oraz w materiale pierwotnym reprezentujacym rozne
podtypy BCP-ALL;

2. zbadanie skutecznosci dzialania inhibitoréw ukladu tioredoksyny in vitro na
lintach komérkowych oraz w materiale pierwotnym BCP-ALL w monokulturze
oraz W ko-hodowli 2z pierwotnymi mezenchymalnymi  komorkami
macierzystymi pochodzenia szpikowego (BM-MSO);

3. oceng dziatania inhibitoréw ukladu tioredoksyny in vivo w modelu mysim;

4. zbadanie przeciwbiataczkowego dziatania kombinacji inhibitoréw ukladu
tioredoksyny ze zwigzkami celowanymi w leczeniu BCP-ALL z rearanzacjami
genu MLL in vitro oraz in vivo;

J. zbadanie mechanizmu dzialania najbardzie; skutecznej kombinacji inhibitora
ukfadu tioredoksyny ze zwigzkiem celowanym w ALL z rearanzacjami genu

MLL.

Cele te mieszczg si¢ w trendzie nowoczesnych strategli badawczych we wspolczesne;

Europie.



namnazanie komérek pierwotnych w myszach NSG wykazalo, ze inhibitory uktadu

tioredoksyny wykazuja dziatanie przeciwbiataczkowe w warunkach in vitro.

U myszy NSG, ktorej wstrzyknieto komérki PDX reprezentujgce ALL z rearanzacja genu
MLL, podanie auranofiny powodowalo spowolnienie rozwoju bialaczki w czasie trwania
terapil, jak rowniez po jej zakonczeniu. Doktorantka wykazala, ze auranofina prowadzi do
akumulacji reaktywnych form tlenu oraz indukuje szlaki odpowiedzi na stres komoérkowy.
Badania w warunkach in vitro wykazaty, ze odpowiedZ linii komérkowych BCP-ALL
z rearanzacjg genu MLL na auranofing wzmacnia si¢ po podaniu wenetoklaksu. Podobnie do
wynikow uzyskanych w doswiadczeniach przeprowadzonych na liniach komérkowych,
kombinacja auranofiny z wenetoklaksem wykazala synergizm dzialania we wszystkich
badanych prébkach PDX. Otrzymane wyniki w modelu wykorzystujagc myszy z niedoborem
odpornosci, NSG pokazuja, ze w trakcie trwania terapii, wenetoklaks silnie uwrazliwia
komorki BCP-ALL z rearanzacja genu MLL na auranofing i blokuje progresje biataczki in
vivo, indukujgc $mier¢ blastéw biataczkowych na szlaku apoptozy. Doktorantka wykazala, ze
apoptotyczna smier¢ komoérek BCP-ALL jest zalezna od poziomu proapoptotycznego biatka
NOXA, ktérego poziom wzrasta w wyniku inkubacji z auranofing. Indukcja NOXA przez
auranofing odbywa sie na poziomie transkrypcji, czg$ciowo w wyniku zmian upakowania
chromatyny w obr¢bie genu PMAIP]

Podsumowujgc, Doktorantka wykazala, ze zastosowanie drobnoczasteczkowych
inhibitoréw specyficznych wobec uktadu tioredoksyny moze by¢ alternatywnym podejsciem

mogacym znalez¢ zastosowanie w leczeniu chorych na BCP-ALL.

3. Redakcja przedlozonej pracy

Rozprawg rozpoczyna spis tresci; nastepnie typowy uklad: wykaz rycin: str. 4-5; wykaz
tabel: str. 6; wykaz stosowanych skrétow: str. 7-10; streszczenie w J¢zyku polskim: str. 11-12;
streszczenie w jezyku angielskim: str. 13-14; wstep: str. 15-31; zalozenia i cel pracy: str. 32:
material 1 metody: str. 33-58; wyniki: str. 59-94; dyskusja: str. 95-111: wnioski: str. 112
1 aneks z O$wiadczeniami Komisji Bioetycznych i Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na
Zwierzgtach. W pracy umieszczono 31 tabel i 44 ryciny. PiSmiennictwo (str. 113-128)
zawiera 210 pozycji, w tym ponad 200 w jezyku angielskim i 81 z ostatniego pieciolecia.

Praca napisana jest poprawng polszczyzna i ma bardzo staranng szat¢ graficzng.



2. Poprawnos$é¢ metodyczna

2.1 Material i metody

Do eksperymentéw in vitro wykorzystano ludzkie linie komérkowe reprezentujace rozne
podtypy molekularne BCP-ALL. Badanie przeprowadzono réwniez na komoérkach
biataczkowych BCP-ALL pochodzacych od dzieci i od dorostych. BM-MSC wyizolowano od
dorostych przy okazji operacji ortopedycznych. W celu namnozenia komorek pierwotnych
BCP-ALL do dalszych testéw ex vivo oraz in vivo wykorzystano model przeszczepienia
ludzkich komérek do myszy z obnizong odpornoscia, NSG. Poziom reaktywnych form tlenu
0znaczono z uzyciem odpowiednich barwnikéw. Detekcje badanych bialek wykonano metoda
Western blotting z uzyciem specyficznych przeciwcial. W celu sprawdzenia ilo$ci
transkryptéw wybranych genéw wykonano ilosciowa reakcj¢ lancuchowsa polimerazy
W czasie rzeczywistym (qPCR). Wiasciwosci cytotoksyczne/cytostatyczne inhibitoréw ukladu
tioredoksyny oraz wybranych lekow celowanych oceniono za pomocg testu z wykorzystaniem
soli tetrazolowej, MTT. Doktorantka dokonata takze oceny dzialania auranofiny oraz
kombinacji auranofiny z wenetoklaksem in vivo w modelu ksenotransplantacji komérek BCP-
ALL z rearanzacija genu MLL do myszy z niedoborem odpornosci.

Metodyka badan zostala opisana w sposob staranny 1 szczegélowy. Spetnia ona kryteria

dobrej praktyki badawczej i laboratoryjne;.

2.2 Wyniki
Wyniki zostaly przedstawione w Sposob szczegblowy i Staranny. Poréwnujac markery
stresu  oksydacyjnego w surowicy chorych na BCP-ALL oraz od zdrowych dawcow,
Doktorantka wykazata wzrost poziomu metabolitow oksydacyjnych oraz obnizony poziom

wolnych grup tiolowych w bialtkach w grupie BCP-ALL. Ilo$¢ mRNA kodujgcego PRDXI,
IXN1, oraz TXNRDI w liniach BCP-ALL kilkukrotnie przekroczyla ekspresje tych genéw
W prébkach kontrolnych. Zwigkszong iloé¢ mRNA poszczegllnych enzymow nalezacych do
ukfadu tioredoksyny w poréwnaniu do komérek kontrolnych zaobserwowano roOwniez
W materiale pierwotnym, wyizolowanym od chorych na BCP-ALL, zar6wno u dzieci, jak
1 dorostych. Réwniez dla bialek PRDX] oraz TXNI1 zaobserwowano ich podwyzszony
poziom w liniach komérkowych BCP-ALL w porownaniu do komdrek kontrolnych.

Badanie efektu dzialania inhibitoréw ukfadu tioredoksyny na komoérkach pierwotnych

BCP-ALL i na komérkach PDX (ang. patient-derived xenograft) otrzymanych poprzez



4. Warto$¢ wnioskéw wynikajacych z przeprowadzonych analiz.

W dyskusji Doktorantka odnosi swoje wyniki do danych z pi$miennictwa Swiatowego.
Bazujagc na swoich do$wiadczeniach i nielicznych danych z piémiennictwa shusznie

konkluduje, ze zmiany markeréw zwigzanych z metabolizmem redoks obserwowane
w surowicy chorych na BCP-ALL, miedzy innymi podwyzszony poziom metabolitéw
oksydacyjnych oraz obnizony poziom wolnych grup tiolowych w biatkach, potwierdzaja
wystgpowanie stresu oksydacyjnego. Wykazany podwyzszony poziom enzyméw ukladu
tioredoksyny w komoérkach BCP-ALL moze by¢ jednym z elementow umozliwiajacych im
przetrwanie w niekorzystnych warunkach stresu oksydacyjnego.

Doktorantka po raz pierwszy wykazata dzialanie przeciwbiataczkowe auranofiny in vivo
w BCP-ALL w modelu ksenotransplantacji komorek bialaczkowych do myszy NSG.
Wykazane synergistyczne dziatanie kombinacji auranofina + wenetoklaks na materiale PDX
wygenerowanym od chorych na etapie diagnozy oraz wznowy, zarOwno dorostych i dzieci,
pokazuje potencjal do szerszego zastosowania te) kombinacji zwigzkéw w BCP-ALL
z rearanzacjg genu MLL. Jak shlusznie Doktorantka konkluduje, aby w pelni oceni¢ potencjal
kombinacji auranofina + wenetoklaks do testowania w badaniach klinicznych w BCP-ALL,
konieczne jest przeprowadzenie dodatkowych badan przedklinicznych in vivo, zaréwno
w modelu ksenotransplantacji komérek pierwotnych do myszy NSG, jak ro6wniez w modelu
syngenicznym BCP-ALL.

Stormutowanych dziesie¢ wnioskéw stanowla wyczerpujacg odpowiedZz na postawione

cele 1 zadania badawcze.

WNIOSEK KONCOWY

Cel pracy wynika z przedstawionych we Wstepie danych z pi$miennictwa, metodyka
badan jest nowoczesna i wlasciwa, a analiza materiatu wnikliwa.

Biorge pod uwage warto$¢ merytoryczna pracy, wszechstronny profil eksperymentalny,
wklad pracy, przeprowadzenie wnikliwej dyskusji wynikow oraz staranng szate graficzng
uwazam ze Rozprawa Doktorska spetnia warunki okre$lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach 1 tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 z pézn. zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.

Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2018 r.

poz. 1669 z p6zn. zm.).



Na tej podstawie zwracam sie do Pani Przewodniczacej Rady Dyscypliny Nauk

Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Mgr inz. Klaudyny

Fidyt do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Biorge pod uwage oryginalnogé przeprowadzonych badan oraz duzy wklad pracy

Doktorantki wlozony w opracowanie rozprawy doktorskiej, mam zaszczyt wnioskowaé

0 wyrdznienie pracy.
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