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Recenzja rozprawy doktorskie) mgr Lukasza Komorowskiego
pt. Lymphoid-specific rofe of the thioredoxin system in survival and drug sensitivity
of leukemia with BCR-ABL! transtocation
zrealizowane) pod opickg promotora
dr Matgorzaty Firczuk

Glownym zainteresowaniem Doktoranta, a wigc 1 tematem jego rozprawy
doktorskiej staty si¢ ostre bialaczki limfatyczne z prekursorow limfocytow B (B-ALL),
wystepujace zaréwno u dzieci. jak i u doroslych, a wsrod nich. te cechujgce si¢ obecnoscig
chromosomu Filadelfia (Ph+). Ponicwaz ten podtyp B-ALL wigze si¢ z niekorzystnymi
rokowaniami i wysokim ryzyvkiem nawrotu czy ryzykiem rozwoju opornosci na dostgpne
metody leczenia, poszukiwanie nowych celow terapeutycznych, w tym proby opracowania
terapii skojarzonych. sg niczwykle istotne.

Rozprawa doktorska napisana zostala w jezyku angielskim i zawiera typowe
rozdzialy dla tego typu opracowania. a wigc m.in. streszczenia w obu jezykach, polskim i
angiclskim, wsigp. ccl badan. metodyke. opis wynikow oraz ich dyskusj¢. no i wnioski, a na
koncu. tradycyjnie wykaz najnowszego i bardzo dobrze dobranego pismiennictwa naukowego.

Wsigp pracy, w mojej opinii, w wyczerpujgcy sposob wprowadza do zagadnien

bedgeyeh przedmiotem badan Doktoranta. Pomimo szeregu poruszanych zagadnien. jest on
spojny 1| dobrze skonstruowany.
W Kolejnym punkcic Autor przedstawil zalozenia i cel badan. Celem tych badan jest wige
ocena przydatnosci uktadu tioredoksyn (TXN), jako celu terapeutycznego w Ph* B-ALL wraz z
charakierystyka roli peroksyredoksyny ! (PRDX1) w tych nowotworach oraz opracowanie
kombinacji lekdw. ktdre mogtyby skutecznie zwalczac ten rodzaj biataczki. Autor wymienia
takze 6 szezegdlowyeh celéw swoich badan. Z pewnoscig tak przedstawiony cel badan mozna
uznac za bardzo ambitny.

Autor w swoich badaniach wykorzystal 7 linii komodrkowych oraz material
biologiczny pochodzacy od pacjentow. Przeprowadzil takze badania na zwicrzetach =z
wykorzystaniem ksenoprzeszczepu komorek pochodzacych od pacjentéw (PDX), na ktore
uzyskal odpowiednic pozwolenia (zalaczone na koncu pracy). Autor wykonai caly szerep
badan # uzyciem nowoczesnych technik biologii molekularnej. Wszystkie metody zostaly
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raczej szczegdtowo przedstawione i wyczerpujaco opisane. Wyjatkiem jest opis badania na
zwierzetach. 7 ktorego trudno zorientowac si¢ dokladnic po jakim czasic od zaszczepicnia
ludzkich komérek rozpoczgto leczenie i jak diugo ono trwalo. O czasie trwania leczenia. 72h,
dowiadujemy si¢ z opisu wynikow — rozumiem. Zc¢ leki podano jednorazowo? Jaky drogy je
podano? Nie do kortica tez rozumiem w jaki sposob przedstawiono wyniki tych badan - czy jest
to liczba zywych ludzkich komérck CD19" oceniona po sortowaniu komoreck mysiej sledziony”
Inne pytanie dotyczace metodyki badan: czy gen kontrolny RPL29 zostat dobrany
eksperymentalnie sposréd jakiejs puli gendw kontrolnych?

Omawianic wynikéw Autor rozpoczyna od analizy baz zdanych pod kgtem
ckspresji wybranych gendow. ktérych ckspresja ulega zmianom w Ph' B-ALL. Te¢ analizy
stanowily dodatkowa motywacj¢ do podjetych badan i pozwolity na wybor uktadu TNX 1 jego
skladowych. jako glownego celu badan. W szczegdlnosci skierowaly Autora do poszukiwania
odpowiedzi na pytanie, na ile lgczne zastosowanie inhibitorow kinazy tyrozynowej (1KI) #
inhibitorami uktadu TXN moze byé skuteczne? Autor dowodzi. 2 uzyciem 2 lini
komorkowych B-ALL. Z¢ badanc substancje wykazujg silny synergizm w  hamowaniu
zywotnosci limfoidalnych komorek Ph'. Co cickawe. synergizm ten nie wystepuje w liniach
micloidalnych.

Dalej Autor ocenit poziom PRDX1 i TXNI w szeregu linii komorkowych 1 wsrod pacjentow.
stwierdzajac, ze ekspresja PRDXI jest istotnie wyzsza w komdrkach micloidalnych. zad TXNI
i TXN-R1 w komérkach limfoidalnych. Knock-out PRDX1 w komorkach limfoidalnych
BV 173 znacznic obniza ich zywotnos¢ i zwigksza ich wrazliwos¢ na imatinib i dasatinib. co nie
ma miejsca lub jest znacznie mnigj intensywne w przypadku komérek micloidalnych K569.
Dalsze badania Autor prowadzil z wykorzystaniem komorck BV173 # nokautem PRDXI.
analizujac ckspresj¢ szeregu bialek po traktowaniu imatinibem. W tej czgsci badan brakuje mi
analizy denzytometrycznej membran, zwlaszcza w tych przypadkach, gdzie roznice pomiedzy
grupami nie sa bardzo wyrazne. Nastgpnie Doktorant ocenil ckspresjg transkryptomu w w/w
komorkach traktowanych imatinibem. Opisal geny 1 szlaki sygnalowe. zataczajac ich krotka
charakterystyke. kiore ulegly zmianie w samych komérkach z nokautem PRDXI1, a takze w
tych komorkach traktowanych imatinibem. Na podstawic wynikéw tych badan. autor w dalsscj
czg$ci  pracy postanowit oceni¢  parametry stresu  oksydacyjnego 1 stres  siateczki
endoplazmatycznej (ER) stwierdzajac, ze nie majg one prawdopodobnie istotnego znaczenia w
dziataniu imatinibu na komorki z nokautem PRDXI.

Kontynuujge badania nad rolag PRDX1 w Ph" B-ALL. autor wykonatl rekonstytucje PRDXI
typu dzikiego oraz kilku mutantéw punktowych w komorkach BV173 z nokautem PRDXI.
Potwierdzit rolg PRDX1 w ostabianiu wrazliwosci komérek na imatinib.

Kolejne badania rowniez zostaly motywowanc wynikami badain RNRseq. a mianowicic
zbadanie roli PRDX1 w utrzymaniu integralnosci DNA. Autor dowidd!, ze knock-out PRDXI
w komdrkach BV173 prowadzi do kumulacji uszkodzen DNA, nawet przy zwickszong
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ckspresji genow naprawy uszkodzen DNA. To dalo podstawe do kolejnej hipotezy, a
mianowicie, z¢ komorki pozbawione PRDXI1 moga by¢ bardziej wrazliwe na zahamowanie
naprawy DNA. Dla zbadania tej hipotezy Autor wykorzystal znane inhibitory naprawy DNA
udowadniajac wicksza wrazliwosé komorek limfoidalnych, ale nie mieloidalnych bez PRDXI1
na te czynniki. To wszystko sklonilo autora do przeprowadzenia badan in vitro i in vive z
wykorzystaniem PDX nad mozliwoscig zastosowania potrojnej kombinacji lekéw do
swalczania Ph™ B-ALL. a mianowicie inhibitora TXN, inhibitora kinazy tyrozynowej oraz
inhibitora naprawy DNA. uzyskujac obiecujgce dane.

Dyskusja zwigzle podsumowuje i konfrontuje # danymi z literatury uzyskane
wyniki. Ponadto, autor zardwno w trakcie dyskusji. jak 1 opisujgc wyniki, krytycznic odnosi sig
do swoich osiggni¢é. podkreslajge wady. czy nicdoskonalosci niektorych z zastosowanych
technik. a takze koniecznos¢ przeprowadzenia dalszych badan. np. dotyczacych opisania
mechanizmu dzialania potréjnej kombinacji w komorkach limfoidalnych Ph'. czy potrzebg
szerszych badan na zwicrz¢tach. Podkresla to dojrzatos¢ naukowa doktoranta. Pewne elementy
dyskusji mgr fukasz Komorowsk: umiescil juz w opisic wynikow. zwlaszcza tych.
dotyezacych badan RNAseq. To w te) czgsci, powolujae si¢ na dane literaturowe, opisat rolg
najwaznicjszych gendw. ktorych ckspresja uleglta zmianie w badanych komorkach. Takie
podejscic nawet mi si¢ podoba. gdyz pozwolilo w dyskusji skupi¢ si¢ na zagadnieniach
bezposrednio zwigzanych z prowadzonymi badaniami.

Autor prawidlowo wnioskuje w opracowanych 6 wnioskach, ktore dobrze
podsumowuja wykonane badania i wskazujg na petng realizacj¢ zatozonych celow badan.

Podczas czytania t¢j niezwykle intersujgcej rozprawy nasunety mi si¢ nasigpujgce
pytania {poza wspomnianymi dotyczacymi metod badawczych). Czy Autor zastanawiat si¢ nad
tym. aby kompozycje lekow w badaniu in vive dobra¢ tak. aby zachowac takie proporcje ich
stezen. ktore najlepic) sprawdzaly sie w badaniach in vitro? Jaka byla toksycznosé zbadanych
kombinagji lekow dla zwierzat?

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Lukasza
Komorowskiego jest bardzo cennym opracowaniem. ktore oprdocz istotnego poszerzenia wicdzy
podstawowej. zawiera cenne dane z punktu widzema aplikacyjnego. Autor zastosowal szereg
nowoczesnych technik badawezych (w tym nowoczesne techniki biologii molckularnej. a takze
badania na zwierzetach z  wykorzystaniem ksenoprzeszczepu komorek nowotworowych
pochodzgeych od pacjentow). kidre wykorzystal do przeprowadzenia spojnego. logicznego
ciggu badan. uzyskujge wartosciowe dane. Ponadto praca zilustrowana jest czytelnymi
wykresami. a takze ilustracjami pokazujacymi przebieg eksperymentoéw, czy zagadnienia
opisywane we wstepie 1 dyskusji. Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska mgr Lukasza Komorowskiego swiadczy o szerokiej wiedzy teorctycznej Doktoranta
w zakresie tematyki badawcze) bedgee) przedmiotem rozprawy oraz potwierdza umiejetnosc
sprawnego  wykorzystania tej wiedzy w przygotowaniu informacji  wstgpnych | do
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przeprowadzenia dyskusji wlasnych wynikow. Autor zaprezentowal oryginalne rozwigzanic
problemu naukowego opisujace nowe specyficzne cele terapeutyczne do leczenia Ph™ B-ALL.
Wszystko to swiadczy o nabyciu przez Doktoranta umiejetnosei samodzielnego prowadzenia
pracy naukowe], a moje drobne uwagi zamieszczone w recenzji nic majg wplywu na
calosciowa bardzo wysoka oceng Doktoranta 1 jego pracy. Ponadto. Mgr .ukasz Komorowski
jest wspolautorem 2 publikacji. w tym pierwszym autorem pracy przegladowej zwigzancej #
prowadzonymi w ramach rozprawy doktorskiej badaniami.

W zwigzku z powyzszym uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
mgr Lukasza Komorowskiego pt. ..Lymphoid-specific role of the thioredoxin system in survival
and drug sensitivity of leukemia with BCR-ABLI translocation”™ spelnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwic wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). a dorobek naukowy kandydata
uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk medycznych. Tym samym zwracam sic do
Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o
dopuszczenie mgr Lukasza Komorowskiego do dalszych etapdw przewodu doktorskicgo.

Jednocrzesnie wskazujac na wysokg wartos¢ merytoryezng i aplikacyina uzyskanych
wynikow oraz aktywnos¢ publikacyjna Doktoranta skladam wniosek o wyréznienic rozprawy.

Prof. dr hab. Joanna W"ie!rzyk
Kierownik Laboratorium .
Doéwiadczalne) Teraph Przecrwnowolworowe)
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