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Recenzja rozprawy doktorskiej Julii Dudkiewicz-Garbicz pt. ,Inhibicja CDK12/13 jako strategia
przetamywania opornosci na deksametazon w ostrej biataczce limfoblastycznej” wykonanej
pod opiekg prof. dr hab. n. med. Pawet K. Wiodarskiego, przedstawionej do obrony przed Rada
Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani Julii Dudkiewicz-Garbicz byto zbadanie mozliwosci
nasilenia dziatania deksametazonu w komérkach ostrej biataczki limfoblastycznej poprzez
hamowanie aktywnosci CDK12/13 i dostarczenie mechanistycznych danych dotyczacych
obserwowanych zjawisk.

Choroby nowotworowe uktadu krwiotwdrczego wciaz stanowia wyzwanie dla wspotczesnej
medycyny. Ostre biataczki limfoblastyczne (ang. Acute lymphoblastic leukemia, ALL) stanowig
heterogenng grupe nowotworéw atakujacych przede wszystkim dzieci. Dostepnych jest wiele
schematoéw leczenia, ktére poczatkowo dajg dobre rezultaty i ktére znacznie wydluiyly czas
przezycia pacjentow, jednak problem lekoopornosci pozostaje jednym z najwiekszych wyzwan
wigkszosci terapii. Stosowanie glikokortykoidéw stanowi element wigkszosci schematow
leczenia, tak wigc utrata jego dziatania terapeutycznego jest duzym problemem klinicznym.
Uzasadnia to podejmowanie préb badawczych, majacych na celu lepsze poznanie
mechanizméw molekularnych ograniczajacych dziafanie lekéw. Oryginalnym rozwigzaniem jest
hamowanie aktywnosci CDK12 i CDK13. CDK12 i CDK13 to kinazy zalezne od cykliny E, ktére
miedzy innymi reguluja transkrypcje i obrébke RNA oraz naprawe uszkodzed DNA. Tym samym
odgrywaja bardzo wazna role w biologii nowotwordw.

Praca doktorska przedstawiona mi do oceny powstata przy wykorzystaniu érodkow
finansowych otrzymanych w ramach realizacji mini-grantu  (1IMN/4/M/MG/N/20)
ufundowanego przez Warszawski Uniwersytet Medyczny. Opisane w niej badania byty
przeprowadzone in vitro z uzyciem przede wszystkim linii komérkowych B-ALL. W
doswiadczeniach przetestowano dwa specyficzne inhibitory CDK12/13, ktorych dziatanie
Cytotoksyczne wykazywato synergizm in vitro z deksametazonem w komérkach B-ALL ,a nie T-
ALL czy w zdrowych komérkach krwi. Probe mechanistycznego wyttumaczenia
obserwowanych zjawisk podjgto, przeprowadzajac analize transkryptomiczna jedne;j linii B-
ALL, jak i badajac wybrane biatka zalezne od CDK12/13 metoda Western blot. Uzupetnieniem
i konsekwencjg otrzymanych wynikéw byto sprawdzenie wptywu hamowania CDK12/13 na
cykl komérkowy i powstawanie uszkodzeri DNA. Doktorantka wykazata, ze modulacja



aktywnosci CDK12/13 moze przywracaé dziatanie cytotoksyczne deksametazonu w komérkach
wybranych linii B-ALL, co uzasadnia dalsze badania w tym obszarze

Praca Pani Julii Dudkiewicz-Garbicz jest napisana w jezyku angielskim i ma konstrukcje typowa
dla rozpraw doktorskich obejmujaca streszczenie w jezyku polskim i angielskim, liste rycin i
tabel, liste zastosowanych skrétéw, oraz S rozdziatéw: wprowadzenie z zatozeniami i celem
pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusje, konkluzje oraz literature (liczaca 182 pozycji
literaturowych anglojezycznych, opublikowanych gtéwnie w ostatnich 15 latach). Streszczenie
zamieszczone w jezyku polskim i angielskim umozliwia zapoznanie sie z problematykg i utatwia
zrozumienie wynikowi pracy.

Praca liczy 121 stron, obejmuje 37 rycin i 9 tabel.. Praca charakteryzuje sie precyzyjnym, a
zarazem przystgpnym jezykiem. Cze$¢ teoretyczna oraz opis przeprowadzonych doswiadczen
s3 W petni zrozumiate i nie stwarzajg trudnoéci w odbiorze. Jest to warte zauwazenia, poniewaz
praca bedzie stanowita cenne zrédto informacji dla czytelnikéw, dla ktérych jezyk angielski nie
jest jezykiem ojczystym i dla ktérych wyszukana frazeologia mogtaby stanowi¢ przeszkode.

W rozdziale Wprowadzenie, liczacym 20 stron, zawarto informacje niezbedne do zrozumienia
przedmiotu rozprawy. W wprowadzeniu przedstawiono informacje dotyczace wystepowania
choroby, rokowania, grup Cytogenetycznych, etiologii oraz leczenia. Szczegding uwage
poswigcono biatkom CDK12/13 i powstawaniu steroidowej opornosci, co pozwala lepiej
zrozumiec przedmiot rozprawy doktorskiej i uzasadnia podjete badania.

Ostre biataczki limfoblastyczne s3 klasyfikowane przede wszystkim na podstawie komérek, z
ktorych powstajg. Osiemdziesigt procent przypadkdw choroby to ostre biataczki
limfoblastyczne z prekursoréw komérek B, 15% 2z prekursoréw komérek T i 5% biataczki
limfoblastyczne o cechach komérek mieloidalnych, jak i limfoidalnych. Taki rozktad
wystgpowania choroby w populacji uzasadnia dobér materiatu badawczego. W pracy uzywano
przede wszystkim linii komérkowych ostrej biataczki limfoblastycznej pochodzacych 2z
prekursoréw komérek B; B-ALL. Biataczki limfoblastyczne s3 najczestszymi nowotworami u
dzieci. Stanowia okoto 25% wszystkich nowotworéw, a 5-letnie przezycie wynosi srednio 72%
i rozni sie w zaleznosci od grupy ryzyka. Najmniejsze jest w przypadku wznowy 40%, ktéra
dodatkowo cechuje sie rozwojem lekoopornosci. Zasadnym tym samym jest podjety temat
pracy dotyczacy przetamywania lekoopornogci. Etiologia biataczek limfobastycznych
uwzglednia predyspozycje genetyczne, jak i wptyw Srodowiska. Uktad rozdziatu Wprowadzenie
jest prawidtowy, jednak jego czei¢, zwiaszcza dotyczaca CDK12/13 ma cechy dyskusiji.
Przykladowo, czytajac wprowadzenie, dowiadujemy sie o efekcie wyciszenia CDK13 w AML
{Acute Myeloblastic Leukemia). To $q wazne informacje; w dyskusji autorka mogtaby sie do
nich odnies¢ w $wietle otrzymanych wynikéw. We wprowadzeniu zabrakto takze uzasadnienia
zastosowania wybranych inhibitoréw CDK12/13. Wybér tych inhibitoréw, zdaniem recenzenta,
jest prawidlowy, dane literaturowe nie wskazuja na ich niespecyficzne dziatanie. Krétka
wzmianka o dziataniach i specyficznoéci badanych substancji bytaby cenng informacja. Rozdziat
Wprowadzenie jest zakoriczony lista 6 jasno okreslonych celéw pracy doktorskiej.

2



Rozdziat Materialy i Metody, liczacy 8 stron, zawiera informacje, ktére moga pozwoli¢ na
wykonanie opisanych dalej doswiadczen. Na pochwate zastuguje tabelaryczne i przejrzyste
ujecie informacji dotyczacych zastosowanych linii komérkowych, sktadu buforéw, stezen
przeciwcial. W rozdziale zabrakto pewnych informacji dotyczacych  warunkéw
przeprowadzanych dos$wiadczen, liczby powtérzen oraz metod statystycznych.

Rozdziat Wyniki jest najdtuzszy i liczy 44 strony. Wyniki rozpoczynajg sie od analizy
bioinformatycznej dotyczacej CDK12/13 i ALL. Przeszukanie dostepnych aplikacji i baz danych
jednoznacznie potwierdzito zasadnoéé badania inhibitoréw CDK12/13 w celu ograniczenia
zywotnosci komorek B-ALL. CDK12/13 ulegaja nasilonej ekspresji w ALL co zostato dodatkowo
potwierdzone immunocytochemicznie. Komérki B-ALL sg zalezne od szlakéw sygnatowych
regulowanych przez te kinazy. Dziatanie glikokortykoidéw réwniez zalezy od badanych kinaz.
W kolejnym etapie badan doktorantka przetestowata szereg rozcienczen badanych inhibitorow
CDK12/13 THZ531 i SR-4835 testem cytotoksycznosci MTS. Na uznanie zastuguje zastosowanie
az 14 linii ALL i komérek pochodzacych od zdrowych ludzi. Jest to ogromny materiat badawczy
i Swiadczy o zaangazowaniu i determinacji badawczej doktorantki. Na pochwate zastuguje
rowniez przejrzyste ujecie tabelaryczne wartogci ICso pozwalajace na szybka analize wynikow
bez koniecznosci doszukiwania sie danych na duzej rycinie. Szkoda, ze nie ma informacji o
liczbie powtérzer technicznych i badawczych, ktére byty wykonywane, o czym $wiadczg stupki
btedéw. Nastepnie doktorantka sprawdzita, czy stosowane inhibitory CDK12/13 wykazuja
dziatanie synergistyczne z deksametazonem. Otrzymane wyniki pozwolity zweryfikowat te
hipoteze. W czesci linii B-ALL zaobserwowano dziatanie synergistyczne, kom@orki
nienowotworowe i T-ALL pozostawaty oporne. Nastgpnym krokiem w badaniach byto
wykonanie analizy transkryptomicznej komérek jednej linii traktowanych inhibitorami, i
deksametazonem. Otrzymane wyniki wskazaly miedzy innymi na modulacje szlakéw
sygnatowych zwigzanych z naprawa DNA, co jest zgodne z danymi literaturowymi, w ktérych
hamowanie CDK12/13 jest stosowane w celu nasilenia dziatania cytotoksycznego czynnikéw
uszkadzajacych DNA. Na uznanie zastuguje przeprowadzenie analizy transkryptomicznej w
powtérzeniach biologicznych. Cho¢ podejscie to wigze sie ze znacznym wzrostem kosztow
badan, stanowi ono niezbedny standard zapewniajacy wysoka wiarygodnos¢ wynikéw. Dalsza
analiza danych wykazata, ze inhibicja CDK12/13 wplywa na ksztattowanie spliceosomu oraz
moduluje ekspresje gendw zwigzanych 2z dziataniem deksometazonu. W kolejnym
doswiadczeniu doktorantka wykazata, ze zastosowanie potaczenia deksametazonu z
inhibitorami CDK12/13 powoduje $mieré i blok w fazie G2 komdérek linii SEMK2 inaczej opornej
na dziatanie glikokortykoidow. Przedstawione wyniki sg jednoznaczne, cho¢ zabrakto
informacji dotyczacej liczby powtérzeri. Szkoda, ze nie przeanalizowano obecnosci komdrek w
fazie subG1 cyklu, co dodatkowo mogtoby potwierdzi¢ dziatanie cytotoksyczne poprzez
uszkodzenia DNA. Te wyniki tez lepiej pasowalyby jako kolejna rycina po badaniach synergii.
Nastgpnym krokiem badar byto sprawdzenie iloéci biatek CDK12/13, CCNK jak i wybranych
biatek zaleznych w panelu linii komérkowych metoda western blot. Na uznanie zastuguje
ponowne wykorzystanie szerokiego panelu linit komaorkowych. Uzyskane wyniki przedstawiono



W spos6b wysoce przejrzysty, a wyciagniete na ich podstawie wnioski 53 w petni uzasadnione
i merytorycznie spéjne. Zaobserwowanie formy cietej biatka PARP, zwigzanego z uszkodzeniami
DNA, uzasadnito ostatnie doswiadczenie przedstawione w rozprawie doktorskiej — analize
uszkodzern DNA metodg ang. Comet Assay. Przedstawione wyniki byly zgodne z wezeéniejszymi
obserwacjami. Hamowanie aktywnosci CDK12/13 w komérkach linii SEMK2 powodowato
uszkodzenia DNA. W przedstawionych wynikach zabrakio analizy integralnosci DNA w
komorkach traktowanych wytacznie deksametazonem.

Kolejnymi rozdziatami pracy sa dyskusja i konkluzje liczace razem 4 strony. Dyskusja stanowi w
gtéwnej mierze podsumowanie uzyskanych wynikow i w ocenie recenzenta, zyskataby na
wartosci po jej glebszej rozbudowie. Ponadto formutowanie uogdlnionych wnioskow
odnoszacych sie do catego spektrum ostrej biataczki limfoblastycznej (ALL} wydaje sie zbyt
daleko idace, zwazywszy na fakt, ze badania ograniczono do modeli in vitro, gtdwnie 2z
wykorzystaniem linii B-ALL.

Ostatnim rozdziatem pracy jest spis literatury obejmujacy 182 pozycje. Cytowane prace sg
wlaiciwe, sformatowane poprawnie, stanowia prawidtowe Zrédto informacji.

Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Julii Dudkiewicz-Garbicz rzuca nowe
swiatfo na potencjalng role hamowania aktywnosci CDK12/13 w przetamywaniu opornosci
komorek B-ALL na deksametazon in vitro. Praca posiada istotny walor poznawczy, a jej rezultaty
stanowia cenny punkt wyjscia do dalszych badah nad poznaniem mechanizméw
molekularnych lezacych u podstaw patogenezy B-ALL. Rozprawe oceniam bardzo dobrze —
Zaprezentowane wyniki charakteryzujy si¢ duza wartoscia merytoryczng i posiadajg wysoki
potencjat publikacyjny. Na uznanie zastuguja nastepujace aspekty:

® Przejrzystosc pracy i sposéb jej napisania
® Zastosowanie az 14 linii komaérkowych w badaniach wstepnych.
® Szeroki wachlarz uzytych metod badawczych

Drobiazgowa analiza bioinformatyczna

Jednym z obowigzkéw recenzenta jest tez wypunktowanie niescistosci, a nawet drobnych
uchybieni. Moje uwagi krytyczne dotycza nastepujacych kwestii:

* Brak opisu linii CRF-CEM w rozdziale Materiaty i metody.

¢ Rycina 18: wykres dla linii Jurkat nie odpowiada wartoéci ICso przedstawionej na
rycinie 20. Najprawdopodobniej gdzieé na etapie obrobki danych wkradt sie btad

* Wprozdziale Materialy i metody czeéé odczynnikéw ma wymienionego producenta,
ale nie jest podany numer katalogowy. O ile w przypadku prostych odczyn nikow,
takich jak etanol czy DMSO, nie ma to duzego znaczenia, tak w przypadku innych
odczynnikow takich jak np. membrana PVDE czy odezynnikéw ztozonych, jak pozywka



Wyniki

hodowlana, jest to juz istotne. PVDF jest w kilku rozmiarach 20-40 UM co ma
znaczenie dla metody. Pozywki o tej samej nazwie moga réznié sig sktadem.

Badania metodq MTS s3 opisane jako test proliferacji. Metode MTS mozna
wykorzystac do oceny proliferacji, ale z technicznego punktu widzenia jest to raczej
pewien test metaboliczny/badanie zywotnosci, a nie bezposredni pomiar syntezy DNA
lub podziatu komérek.

Nie podano liczby komorek/zdarzer analizowanych w cyklu komérkowym.

Nie podano liczby powtérzen biologicznych i technicznych w przypadku testow
cytotoksycznosci/proliferacji. Powtdrzenia byty robione; wskazuja na to stupki btedow,
ale nie wiadomo, z jakiej liczby powtérzen.

Nie podano informacji dotyczacych powiekszenia mikroskopowego uzytego do
wykonania zdjg¢ przedstawionych na rycinie 12. Okreélenie ,standardowa procedura”
bez szczegdtéw lub odnoénika do literatury jest nieprecyzyjne.

Informacje dotyczace analizy statystycznej powinny by¢ opisane osobno w rozdziale
~Materialy i metody”.

Czcionka niektorych rycin jest zbyt mata, co sprawia, ze s3 one nieczytelne, np. Rycina
5, 32B.

Brak cytowania artykutu doktorantki, ktéry byt Zrédtem rycin z rozdziatu
Wprowadzenie; Ryciny 6-7.

Plik doktoratu nie zostat zoptymalizowany do uzytku elektronicznego co utrudnia jego
dostepnos¢ cyfrowa

Czgs¢ informacji z Wprowadzenia mogtaby znalezé sie w dyskusji.

Dyskusja jest skromna jak na tak duzy materiat badawczy.

przedstawione w pracy zachecaja do pytar ktére chciatbym zadaé:

Synergia (ZIP score >10) miedzy deksametazonem a inhibitorami byta obserwowana
w 4 liniach dla SR 4835 i dwéch dla THZ531, co moze by¢ czynnikiem majgcym na to
wplyw? Cytogenetyka? Ekspresja p53?

Deksametazon jest zwigzkiem dziatajacym na receptor NR3C1 ale tez na receptor
mineralokortykoidowy NR3C2. Czy ten drugi receptor byt badany? Czy moze réwniei
wplywaé na efekty leczenia w ALL?

W analizie transkryptomicznej na drugim miejscu po FOXO pojawia sie PAX4. Jak
mozna interpretowac pojawianie sie tego genu w kontekécie dziatania inhibitorow
CDK12/13 i glukokortykosteroidéw?

Wszystkie uwagi krytyczne, pytania czy watpliwosci nie umniejszajg wartosci merytorycznej
pracy doktorskiej.



Stwierdzam, ze przedtozona rozprawa doktorska spetnia warunki okreélone w
stosownej ustawie (ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie Wyiszym i nauce) i
wnosze o dopuszczenie Pani Julii Dudkiewicz-Garbicz do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego przed Rada Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. Z uwagi na wysoka wartoéé poznaweczg otrzymanych wynikow oraz starannoéé w
opracowaniu i przedstawieniu tak duiego materiatu badawczego wnosze o wyréznienie
przedstawionej pracy doktorskiej.

Patryk Krzeminski



