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Lymphoid-specific role of the thioredoxin sysiem in survival and drug sensivity of leukemia with
BCR-ABL] translocation

Przewlekla hialaczka szpikows (CML) nalery do grupy nowotworow mueloproliferacyjnvch
charakierynggcych sig niekontrolowany wzrost komdrek szpiku na rommych etapach. Cechy
charakterystyczng oraz glowng onkoproteina dla tego typu balaczki jest kinaza BCR-ABL,
prevezyniajgea sie do niestabilnodci genomowej, penstycane) dywersyfikacj, ekspansji
klonalne oraz selekcpn. Mechamzmy te skladag sie na Zlozony mechanizm ewolucji klonalne),
ktdrej przebieg wigre sig ze stopniem zaawansowania choroby. Odkrycie ponad 20 lat temu
swoistych inhibtioréw kinazy tyrorynowe) BCR-ABL srewolucjomzowalo leczenie pacjentow z
przewlekla bialaczky szpikowa Skutecanodé leczenia pagjentdw i rokowanie ulegly snacmej
poprawie, a postgp w stosowaniu inhibitordw kinary tyrozynowe) trwa.

Poza CML, chromosom Ph wystgpuje rdwniez u czedci chorvch na ostrg biataczke
limfoblastycang z prekursorow limfocytéw B (B-ALL) B-ALL jest czestym nowoiworem
pediatrycanym, charaktervrujacym si¢ akumulacia niedojrzalvch limfoeytow, jednak mode on
takze pojawiat sig w niskim procencie mownie: u dorostych. Wirdd najbardzie;
rozpowszechnionych podtypdw wysokiego ryzyka tego typu bialaczki jest ten  zawierajgcy
chromosom Ph (Ph+ B-ALL), charakieryzu)gcy sig transiokacjs BCR/ABLI. W przsciwiefistwie
do CML, sama ekspresja onkogenu BCR-ABL] jest niewystarczajgea do zlogliwej transformacyi
w komérkach B | do rozwoju tego podivpu bialaczki wymagane sa dodatkowe mulacje, co
wskazuje na bardze) zlorong konstrukcje genetyceng Ph+ B-ALL W leczeniu B-ALL
stosowana jest glownie chemioterapia, jednak w wielu preypadkach choroba nawraca w trudnej
do leczenia, lekooporne) postaci. Z tego powodu s pilnie potrzebne nowe sirategie leczenia,
Istotnym elementem badan o charakterze terapeutycamym jest mie tylko potzukiwanie nowych
inhibitordw jak nastepnych generacii w pordwnaniu do imatinibu, lecz réwniez ciggla ocena
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skutecznosci leczenia, w ftym poszukiwanie potengjalnych mechanizméw indukujacych
opomodd kombrek bialaczek.

Podtyp Ph+ B-ALL zwigzany jest z wysokim, okolo 50% ryzykiem nawrotu choroby 1
niskorzysinym rokowaniem. Z tego wzgledu bardzo istotne jest poszukiwanie nowych celdw w
terapii Ph+ B-ALL.

Wiele typdw nowotwordw charakterviuje zaburzenie homeostary redoks, spowodowane
nadmiema produkcjg reaktvwnych form tenu (ROS) W celu przedvaa w takach warunkach
komarki nowotworowe nabyly zdolnodé wzmocnienia akiywnodei bialek mechanizmbw
antyoksydacyinvech takich jak enzymy z rodziny Gioredoksyn (TXN). Moina to zaohserwowac
zardwno w liniach komdrkowych, jak | materiale pierwotnym pochodzgeym od chorych na B-
ALL. Dodatkowo, wzmozone zaburzemie homeosiary redoks zostalo raobserwowane w
padtyvpie Ph+ B-ALL.

W zakres poznawcry powylsrych, akiualnych badan wpsuje sig lemalyka recenzowang) pracy
doktorsiie) 1. ocena ukladu tioredoksyn TXN jako potengjalnego celu terapeutyomego w
bislaczkach Ph+ oraz zaproponowanie nowej kombinac)i lekdw i preetestowanie jej aktywnodc
cylotoksycaney w badaniach in wifro w modelach komorkowych bialaczek Ph-porytywnych.
Praca doktorska mgr Lukasza Komorowskiego zostala wykonana pod kienmkiem Pani Doktor
habilitowaney Malgorzaty Firczuk w Zakladae Immunclogn Warszawskiego Uniwersyletu
Medycmego i zostala sfinansowana w ramach dwoch projektdw: grantu Narodowego Centrum
Nauki SONATA BIS 201518/EMNZ500723, kierowanym przez Panig Dr hab. Malgorzate
Firczuk oraz grantu MNiSW w ramach programu “Regionalna Inicjatywa Doskonatodal™ (RID),
013/RIDV2018/19, ktbrego kierownikiem byl Prof Jakub Golah.

Uklad rozprawy doktorskiej jest o prawidlowy o sinckrze wradycyjnej dia prac
dodwiadczalmych. W ponitszej recenzji odnicslem sie do jg poszczegdlnych capda
{roedsaliw);

Czesc ieorelycznag

W rozdziale tym, mgr Lukasz Komorowskl w spostb zwigzly, w nawigzaniu do prowadzonych
badafi, wprowadza czytelnika w zakres tematycany i cel pracy. W pierwszej czedci Dokiorant
omawia strukturg chromesomu Philadelphia oraz aktywnoéé domen funkcjonalnych w obrgbie
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bialka BCR-ABL. Przedstawia izoformy produktu onkogenu z uwzglednieniem roli jakg
odgrywa ta onkoproteina w funkgonowaniu komdrek bistaczkowych. Mastepnie Autor
dokonuje charakierystyki typow halaczek oraz skupia sig na szerszym opisie molekularmym dla
wersji Ph+ w przypadku ostrej bislaczki limfoblastyczne) z prekursordw limfocytéw typu B
(Ph+ B-ALL) W rozdziale tym rownie: moina zapoznaé sie z akhualnym stanem wiedzy
dotyczacym skutecmofci leczenmia tego typu biglaczek. Czedé druga wprowadzenia o
charaklervstyka stresu oksydacyjnego i jego roli w komérkach B-ALL. W tym podrozdziale
Doktorant dokladnie opisuje role BCL-ABL jaka odgrywa ta kinaza na homeostaze uklado
redoks. Bardeo istolnym walkiem poruszomym w tym rozdsale, a istoimym z punkiu widzenia
calgj dysertacji, s§ mechanizmy protekeyjne komdrek nowotworowych skierowane na
nagromadzajgee si¢ w ich strukturach reaktywne formy tlenu (ROS). Opisany zostal tutaj ukiad
tioredoksyn (TXN), ze srczegdlnym uwzglednieniem bialka PRDX]1 oraz jego roli w nabywaniu
opomnosci na leczenie niektdrych typow nowotwordw, Autor tutaj zamajamia czvielnika z
aktualnym stanem badan dotyczgeym modiwosci wykorzystania inhibitordw dla skladmkdw
obrony antyoksydacyjnej f awranofiny (AUR) czy adenantyny {ADE) stosowanych jako
inhibitory TXN. W ostainiej czefel wprowadzenia mgr Eukasz Komorowski zajal si¢ opisem
glownych szlakow naprawy peknigt dwuniciowych DMNA (DSB) §§ HRR oraz NHEJ oraz ich
roli w kombdrkach nowotworowych w odpowiedzi na uszkodzenia spowodowane przez stres
oksydacyjny. W tym podrozdnale Autor dokladnie opisuje rolg naprawy DSB w komdrkach
ALL, a takre prredstawia mozliwodci jakie niesie ze sobg zastosowanie nowej generac
inhibitonéw bialek tego typu naprawy w celu specyficane) eliminacy komdrek nowotworowych
Opizana tula) strategia zostala wykorzystana w kombinacii w inmmi cvtostatykami w
wybranych liniach komérkowych CML i ALL. Do ukoronowania tej caséci pracy zabraklo mi
opisu gawiska syntetycang letalnodel, o kidre opieraja sie opisang w tym rozdziale podepécia
terapeutyczne. Bardzo bym prosil o prayblizenie te) tematyki podczas publicane) obromy.

{zasadnienie i Cel pracy

Cel pracy sformulowany jest w sposdh klarowny | jednoenaceny. Na zadanie pierwsze majace
na celu okredlenie zahamowania aktywnodci ukfadu TXN do preelarmywania opomodct w
bislaczkach Ph+ i oceng roli PRDX1 w tych nowotworach, jak rowniez zadanie drugie, gdzie
celem bylo opracowanie powych kombinagi lekéw w celu poprawy skutecznosci terapii Pht B-
ALL, skiadaly sig cele szcregdlowe.
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Seczegotowymi celami tego badania bylo:
* ocena systemu TXN jako potencjalnego celu w liniach komdrkowych bislaczki Ph+;
* ocena ekspresji elementdw systemu TXN w pierwotnych bialaczkach Ph+

* ocena roli PRDX1 w Zywotnodei komdrek Ph+ i ich wradliwo$ci na inhibitory kinaz
tyrozynowych (TKI) i inhibitory NHEJ (NHEJ);

* ocena skutecznosei kombinacji TKI | NHEJi w liniach komérkowych Ph+;
* badanie skutecanodci TK1 i NHER w liniach komérkowych Ph+ 2 piedoborem PRDX]1;

* testowanie nowych poirdjnych kombinacji obejmujgcych TKI, AUR | NHEJi w limfoidalnych
liniach komdrkowych Ph+ 1 PDX.

Podjqcie realizacji celu rozprawy doktorskiej zostalo uzasadnione stosownym odniesieniem do
danych literarurowych dotyczacych charakierystyki omnaczonych w pracy parametrow/bialek |
ich potencjalnego zwigzku 2z rozwojem lub progresig chordb nowotworowych oraz
lekoopomodcia.

Maverlaly | Merody

Badania naukowe przeprowadzono na siedmiu, rdefiniowanvch i prawidlowo debranych
ludzkich liniach komérkowych Pht, co umodiwilo uprawione wnioskowania na podstawie
uzyskanych wynikdw 4. 4 liniach mieloidalnych (K562, KU-812, LAMA-84, MEG-A2) oraz
trzech limach himfoidalnych (BVI73, SUP-B15, TOM-1). Dodatkowo wykorzystane zogtaly
komdrki z ludzkiego materialu pierwotnego PDX (pochodzacego od szedciu pacjentéw z
romnym fypem bialaceek CML, ALL oraz z rozng wrasdiwodcis na TKI) pozyskane jako
preeszezep komdrek pagientéw z transgenicmego modelu mysiego NSG z upcdledzong
odpomosgciy. Doktorant wykorzystal w badaniach zaawansowsane metody molekulame )
CRISPR/Cas® i systemu wektora lentiwirusowego to wytworzenia genetycamych mutantow
PRDX1 - w komérkach BV173 i K562 Do oceny poziomu mRNA wybranych genow
zastosowano ilosciowy PCR (gPCR), zaé do oceny zmiany profilu ekspresji w analizowanych
komérkach wykorzystano techniky RNAseq z uzyciem systemu Next Seq 550 system
(llumina). Do oceny #ywomodei oraz przezywalnosci wybranych komérek zastosowano test z
barwieniem jodkiem propidiny oraz test kionogennosci. W pracy wykorzysiano takie zeslawy
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komercyjne w celu okredlenia poziomy ROS, HZAX, 5-0H-DG oraz DSB. Dobér metod
uwazam za prawidiowy, a analizg statystyczng za windciwg,
Uwagi dotyezgee lego Roedziahu
* Opisy metod zbyt malo dokladne, w calej pracy zachowany opis tzw. LJpublikacyjmy™, a
nie typowy dla rozprawy doktorskiej w formie ksigzki

* Sekga (strona 42) PDX Ph+ lymphoid cell culture - w mojej opinii powinna byé bardziej
szczepdlowo opisana

* Opis limi  komérkowych: brak uszeregowanej informacji do jakich badan
wykorzystywano konkreine linie.

Winiki
Doklorant w usystematyzowany sposob zinterpretowal wyniki prac dodwiadezalnych odnoszac
sig do kolejnych etapdw badan
Punktem wyjécia w przedstawionych do oceny badaniach byto wykarzanie zahamowania
aktywnosc ukladu TXN za pomoca avranofiny (AUR) lub adenantyny (ADE), Inhibicja tego
ukladu spowodowala wemozong mieré limfoidalnych komérek Ph+ oraz uwrazliwila je na
THls w przeciwienstwie do komérek mieloidalnych, pdsie nie zachserwowano takiej zaleimodct.
Potwierdzeniem tej obserwacii byl zachserwowany podwyiszony poziom ekspres)i
proksyredoksyny 1| (PRDXI), elementu ukladu TXN, zaréwno w limfoidalnych liniach
komérkowych jak | materiale pierwomym. Kontynuacj tej hipolezy o znaczeniu tego s#laku w
komorkach o origin limfoidalnym bylo wyciszenie ekspresii PRDX]1 za pomocg Techniki
CRISPR-Cas%. Pozwolito to na obnizenie zywomnodci oraz proliferac)i, ale tvlko komdrek
hmfoidalnych Ph +, dodatkowo uwrazliwigjac na TEls. Dowiedzono tutaj o specyficzne) roli
PRDX1 dla tego typu bialaczek Pht. Czy Doktorant ma jakgé sugesti¢ odnoénie tej istotnej,
powyZel opisaned, obserwowane) réimicy pomiedry komérkami o pochodzeniv mielo- i
limfoidalmym?
Bardzo pomocna w potwierdzeniu postawionej hipotery okazala sie analiza RNAseq, ktdra
wykazala, 22 wyciszenie PRDX1 w limfoidalnvch komérkach Ph+ spowodowalo zmiang
poziomu ekspresji macemej liczby gendw, kidrych produkty ucrestniczy w kluczowych
procesach komdrkowych 1. proliferacia, komérkowe procesy metabolicene Gy apoploza.
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Dowods to o roh jaks odgrywa to bialko w przedywalnoici limfoidalnych komdrkach Ph+
nawel w niekorzysinych dla tych komdrek warunkach.

Wiasciwa i precyzyjna chamakiervstyka molekulama komorek nowotworowych pobranych od
pacienta jest klucrowa z¢ wzgledu na szybkie okredlenie typu nowotwony o z kolei ma
kolosalne maczenie w natychmiastowej oraz prawidlowo dobrane] strafegii i jego skutecznego
leczenia Przykladem moze byé blgdne rozpoznanie Ph+ B-ALL zamiast komdrek fary krvay
blastycingy o pochodzeniu mieloidalnym, przeksztalconym w te o charaktervstyce limfoidaine
(LBP).

Wykonana analiza poziomu stresu oksydacyjnego w komérkach limfoidalnych z wydszonvm
PRDX]1 w poréwnaniu do funkejonalnych w to bialke komdrek. Wykazano brak rémicy w
poziomie ROS w komérkach kontrolmych i z wylaczonym genem PRDX| w obecnosci IMAT,
Wskazuje to na inny mechanizm wiazliwosci na IMAT w komérkach PRDX1 -~ niz ten oparty
o stres oksydacyjny. Co wigeej komébrkach limfoidalnych Ph+ PRDX1 -/ trakiowanych IMAT
zaobserwowano rwigkszony poziom uszkodzen DMA oraz podwyiszomy poziom ekspresii
gendw NHEJ. Czy istnieje jakad hipoleza wyjasniajgca to zjawisko wywolane przez IMAT?
Komdrki Ph+ B-ALL okazaly sie by¢ wrazliwe na zastosowane inhibitory bialek NHE), a efekt
ten nasilat sig w obecnoscl inhibitorow TXN. Majistotnigjsze, z punkiu widzenia Klinicmego,
zmiany W zmniejszonej przesywalnodci kombrek linii limfoidalnych jak i tych pierwotnych
pochodzgeych od pacjentdw Ph+ B-ALL zachserwowano po rastosowaniu potrojnej kombinacji
inhibitoréw TKs, ukladu TXN craz NHE). Wylaczenie sprawnej naprawy DSB w tym typie
nowotworow mode okazad sig kluczowe w przelamaniu ich opornodei na fradveyjnie stosowane
leczenie,

Jak stusmmie zostalo napisane w precy jej ograniczaniem byl brak wiedzy na tema
charakterystyki funkcjonalnosci szlakdw naprawy DNA w badanych liniach komérkowych, co
pozwoliloby w pehni zinterpretowaé uzvskane wyniki. Myéle, e w kontynuacji tych ciekawych
badan powinien znalest sig kienmek dotvezgey analizy poziomu polimerazy teta, kidrej produkt
polimeraza @ wydaje sie by aktualnie istotnym elementem porwalajgcym komérkom
nowolworowym na resztkows naprawe peknigé nici DNA w sytuacji kiedy upodledzone sy
ghowne szlaki naprawcze dia tego typu uszkodzen. Bialke to mode odpowiadaé na uodpomienie
s1¢ komdrek nowotworowych na zastosowane inhibitory bialek naprawy DSB poprzez np.
zrmuang konstrukci genetycrney produkiéw, w kidre celujg rwiazki chemicane.
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Dodatkowe uwagi dotyczgee tego Rozdzat
* Opisy tabel (tytul tabeli) na gorze zamiast na dole - tak sig lepiej czvia prace

* Strona 83 wyniki: 452 Effects of ROS scavengers on the sensitivity to IMAT - nie
opisane w metodach (brak tam jakichkelwiek informagii o zmiataczach)

= W jaki sposdb byly badane ROS mitochondriaine (miROS)? Na stronie 78 (rve 21)
pojawia sig laka informacja, natomiast w opisie metody na stronie 4% brak takich
informagji. Do okreslenia miIROS shudy np. sonda MiteS0OX

Dwyskusja | Podsumeowanie

W gy cagéci pracy Doktorant odnosi sie krytveznie to uzyskanych w ramach pracy wynikéw
badan naukowych, konsekwentnie do poszczegdinych jej etapow, w zestawieniu do aktualnych
danych literaturowych m in. rozbiesnoéci w badaniach genetycanych i biochemicamych,
Swiadczy 1o o jego dojrzaloéei naukowej. Podsumowanie graficane caesci dodwiadczalne
systematyzuje nows wiedzg wytworzong w ramach rozprawy i wskazuje na mozliwodé jej
wykorzystania podczas opracowywania nowych strategii terapeutyeanych dla analizowanego w
rozprawie typu bialaczki.

Odnoszge si¢ do calodei pracy pod katem edytorskim i stylistycenym, Doktornt stosuje
slowniciwo naukowe adekwamie do omawianvch zagadnien, jednak z funkcji recenzenta
Zwracam uwage ne dostrzezone w sireszczeniu pracy bledne sformulowania, czy skroty
myélowe ). chromosomu kodujgcego, stres siateczki érodplazmatycamne), czy naprawa DNA
przez scalanie” nichomologicznych koficow, W pracy rowniez moma dostrzec bledy
edylorskie, jednak to nie wplywa na mojg ogolng, bardzo pozytywng oceng recenzowanej pracy
doktorskiey.

Podsumowujgc stwierdzam, ze preedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr
f.ukasza Komoroskiego pt. Lymphoid-specific role of the thioredoxin system in survival and
drug sensivity of lewkemia with BCR-ABLI translocation stanowi oryginalne rozwigzanie
problem naukowego i spelnia wanmki okreslone w art 187 Ustawy # dnia 20 lipca 2018 r,
Prawo o szkolnictwie wyZszyvm i nace (Dz U. 2018 por 1668). Rozprawa doktorska
prezentuje ogolng wiedz¢ 1eoretycmg Kandydata w dyscyplinie nauk medycanych oraz
umigigtnost  samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Wszystkie moje powyzej
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przedstawione uwagi dotyczgoe pracy nie wplywajs na mojg bardzo wysoks ocens
recenzowanej dysertacji. Winoszg do Rady Dyscypliny Nauk Medycmnych Warszawskiego
Umwersytetu Medycmego o preyjgcie rozprawy i dopuszczenie Pana mgr Lukasea
Komorowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczeénie wnosze do
Wysokiej Rady wniosek o wyrGmienie recenzowanej rozprawy doktorskie) ze wegledu na
zaslosowane W niej nowalorskiego podeiécia do rozwigzywanej w dvsentacji  kwestii
prelamania opomoscl na leczenie Ph+ B-ALL. Rozwigzanie to oparte zostalo o
najnowoczesniejsze techniki genetycime | molekulame, wnikliwg analize rezultatdw badan, co
mode w niedalekie) przyszlodci skutkowaé nowymi, spersonalizowanynu sirategiami leczenia
tego typu biataczki.
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