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

Przewlekla bialaczka szpikowa (CML) nalezy do grupy nowotworéw mieloproliferacyjnych
charakteryzujgcych sie niekontrolowany wzrost komorek szpiku na réznych etapach. Cecha
charakterystyczng oraz gléwng onkoproteing dla tego typu bialaczki jest kinaza BCR-ABL,
przyczyniajaca si¢ do niestabilnosci genomowej, genetycznej dywersyfikacji, ekspansji
klonalnej oraz selekcji. Mechanizmy te skladaja si¢ na zlozony mechanizm ewolucji klonalnej,
ktérej przebieg wigZze si¢ ze stopniem zaawansowania choroby. Odkrycie ponad 20 lat temu
swoistych inhibitoréw kinazy tyrozynowej BCR-ABL zrewolucjonizowalo leczenie pacjentéw z
przewiekla bialaczka szpikowa Skutecznosé leczenia pacjentow i rokowanie ulegly znacznej

poprawie, a postep w stosowaniu inhibitoréw kinazy tyrozynowej trwa.

Poza CML, chromosom Ph wystepuje réwniez u czesci chorych na ostrg bialaczke
limfoblastyczng z prekursorow limfocytéw B (B-ALL). B-ALL jest czgstym nowotworem
pediatrycznym, charakteryzujacym si¢ akumulacja niedojrzalych limfocytow, jednak moze on
takze pojawiaé¢ si¢ w niskim procencie rowniez u dorostych. Wsréd najbardzie
rozpowszechnionych podtypdéw wysokiego ryzyka tego typu bialaczki jest ten zawierajacy
chromosom Ph (Ph+ B-ALL), charakteryzujacy sig transiokacja BCR/ABL1. W przeciwienstwie
do CML, sama ekspresja onkogenu BCR-ABL1 jest niewystarczajaca do zlosliwej transformacji
w komérkach B i do rozwoju tego podtypu bialaczki wymagane sa dodatkowe mutacje, co
wskazuje na bardziej zlozong konstrukcje genetyczng Ph+ B-ALL. W leczeniu B-ALL
stosowana jest giéwnie chemioterapia, jednak w wielu przypadkach choroba nawraca w trudnej
do leczenia, lekoopornej postaci. Z tego powodu sg pilnie potrzebne nowe strategie leczenia.
Istotnym elementem badan o charakterze terapeutycznym jest nie tylko poszukiwanie nowych
inhibitoréw jak nastepnych generacji w poréwnaniu do imatinibu, lecz roéwniez ciagla ocena
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skutecznoéci leczenia, w tym poszukiwanie potencjalnych mechanizméw indukujacych

opornos$¢ komoérek biataczek.

Podtyp Ph+ B-ALL zwiazany jest z wysokim, okolo 50% ryzykiem nawrotu choroby 1
niekorzystnym rokowaniem. Z tego wzgledu bardzo istotne jest poszukiwanie nowych celow w
terapti Ph+ B-ALL.

Wiele typéw nowotworow charakteryzuje zaburzenie homeostazy redoks, spowodowane
nadmiemng produkcija reaktywnych form tienu (ROS). W celu przezycia w takich warunkach
komérki nowotworowe nabyly zdolno§¢ wzmocnienia aktywnosci biatek mechanizméw
antyoksydacyjnych takich jak enzymy z rodziny tioredoksyn (TXN). Mozna to zaobserwowac
zardwno w liniach komérkowych, jak 1 materiale pierwotnym pochodzgcym od chorych na B-
ALL. Dodatkowo, wzmozone zaburzenie homeostazy redoks zostalo zaobserwowane w

podtypie Ph+ B-ALL.

W zakres poznawczy powyzszych, aktualnych badan wpisuje si¢ tematyka recenzowanej pracy
doktorskiej tj. ocena ukladu tioredoksyn TXN jako potencjainego celu terapeutycznego w
bialaczkach Ph+ oraz zaproponowanie nowej kombinacji lekéw 1 przetestowanie jej aktywnosci
cytotoksycznej w badaniach in vitro w modelach komorkowych biataczek Ph-pozytywnych.
Praca doktorska mgr Lukasza Komorowskiego zostala wykonana pod kierunkiem Pani Doktor
habilitowanej Malgorzaty Firczuk w Zakladzie Immunologii Warszawskiego Uniwersytetu
Medyczmego 1 zostala sfinansowana w ramach dwoéch projektéw: grantu Narodowego Centrum
Nauki SONATA BIS 2015/18/E/NZ5/00723, kierowanym przez Panig Dr hab. Malgorzate
Firczuk oraz grantu MNiSW w ramach programu “Regionatna Inicjatywa Doskonaloici”" (RID),
013/RID/2018/19, ktérego kierownikiem byl Prof. Jakub Golab.

Uklad rozprawy doktorskiej jest o prawidlowy o strukturze tradycyjnej dla prac
doswiadczalnych. W ponizszej recenzji odnioslem si¢ do jeg poszczegblnych czgsci

(rozdzialow):

Czes¢ teoretyczna

W rozdziale tym, mgr Lukasz Komorowski w sposob zwiezly, w nawigzaniu do prowadzonych
badan, wprowadza czytelnika w zakres tematyczny i cel pracy. W pierwszej czgéci Doktorant
omawia strukture chromosomu Philadelphia oraz aktywnos¢ domen funkcjonalnych w obrgbie
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biatka BCR-ABL. Przedstawia izoformy produktu onkogenu z uwzgle¢dnieniem roli jaka
odgrywa ta onkoproteina w funkcjonowaniu komoérek biataczkowych. Nastgpnie Autor

dokonuje charakterystyki typow bialaczek oraz skupia si¢ na szerszym opisie molekulamym dla
wersji Ph+ w przypadku ostrej bialaczki limfoblastycznej z prekursorow limfocytow typu B
(Ph+ B-ALL). W rozdziale tym réwniez mozna zapozna¢ si¢ z aktualnym stanem wiedzy
dotyczacym skutecznodci leczenia tego typu bialaczek. Czes¢ druga wprowadzenia to
charakterystyka stresu oksydacyjnego 1 jego roli w komoérkach B-ALL. W tym podrozdziale
Doktorant dokladnie opisuje role BCL-ABL jaka odgrywa ta kinaza na homeostaze ukladu
redoks. Bardzo istotnym watkiem poruszonym w tym rozdziale, a istoinym z punktu widzenia
calej dysertacji, s3 mechanizmy protekcyjne komoérek nowotworowych skierowane na
nagromadzajace si¢ w ich strukturach reaktywne formy tlenu (ROS). Opisany zostal tutaj ukiad
tioredoksyn (TXN), ze szczegdlnym uwzglednieniem bialka PRDXI1 oraz jego roli w nabywaniu
opornosci na leczenie niektérych typow nowotworéw. Autor tutaj zaznajamia czytelnika z
aktuainym stanem badan dotyczgcym mozliwosci wykorzystania inhibitoréw dla skladnikéw
obrony antyoksydacyjnej ¢ auranofiny (AUR) czy adenantyny (ADE) stosowanych jako
inhibitory TXN. W ostatniej czesci wprowadzenia mgr Lukasz Komorowski zajal si¢ opisem
giownych szlakdéw naprawy peknigé dwuniciowych DNA (DSB) tj HRR oraz NHEJ oraz ich
roli w komoérkach nowotworowych w odpowiedzi na uszkodzenia spowodowane przez stres
oksydacyjny. W tym podrozdziale Autor dokladnie opisuje role naprawy DSB w komérkach
ALL, a takze przedstawia mozliwosci jakie niesie ze soba zastosowanie nowej generacji
inhibitorow bialek tego typu naprawy w celu specyficznej eliminacji komérek nowotworowych,
Opisana tuta) strategia zostala wykorzystana w kombinacji w innymi cytostatykami w
wybranych liniach komoérkowych CML i ALL. Do ukoronowania tej cz¢éci pracy zabraklo mi
opisu zjawiska syntetycznej letalnosci, o ktore opieraja si¢ opisane w tym rozdziale podejscia

terapeutyczne. Bardzo bym prosil o przyblizenie tej tematyki podczas publicznej obrony.

Uzasadnienie i Cel pracy

Cel pracy sformulowany jest w sposob klarowny i jednoznaczny. Na zadanie pierwsze majace
na celu okreélenie zahamowania aktywnosci ukladu TXN do przelamywania opomosci w
biatlaczkach Ph+ i ocene roli PRDX1 w tych nowotworach, jak rowniez zadanie drugie, gdzie
celem bylo opracowanie nowych kombinacji lekéw w celu poprawy skutecznosci terapii Ph+ B-
ALL, skfadaly si¢ cele szczegblowe.
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Szczegélowymi celami tego badania byto:

* ocena systemu TXN jako potencjalnego celu w liniach komérkowych bialaczki Ph+;
* ocena ekspresji elementoéw systemu TXN w pierwotnych biataczkach Ph+

* ocena roli PRDX1 w zywotnoéci komérek Ph+ i ich wrazliwoéci na inhibitory kinaz
tyrozynowych (TKD) i inhibitory NHEJ (NHEJi);

* ocena skuteczno$ci kombinacji TKI i NHEJi w liniach komérkowych Ph+;
* badanie skuteczno$ci TKI i NHEJi w liniach komérkowych Ph+ z niedoborem PRDX1;

* testowanie nowych potréjnych kombinacji obejmujacych TKI, AUR i NHEJi w limfoidalnych
liniach komérkowych Ph+ i PDX.

Podjecie realizacji cefu rozprawy doktorskiej zostalo uzasadnione stosownym odniesieniem do
danych literaturowych dotyczacych charakterystyki oznaczonych w pracy parametréw/bialek i
ich potencjalnego zwigzku z rozwojem lub progresia chorob nowotworowych oraz

lekoopomoscia.

Materialy i Metody

Badania naukowe przeprowadzono na siedmiu, zdefiniowanych i prawidlowo dobranych
ludzkich liniach komorkowych Ph+, co umozliwilo uprawione wnioskowania na podstawie
uzyskanych wynikéw tj. 4 liniach mieloidalnych (K562, KU-812, LAMA-84, MEG-A2) oraz
trzech liniach limfoidalnych (BV173, SUP-BIS, TOM-1). Dodatkowo wykorzystane zostaly
komérki z ludzkiego materialu pierwotnego PDX (pochodzacego od szeéciu pacjentow z
romym typem bialaczek CML, ALL oraz z rézng wrazliwoscig na TKI) pozyskane Jako
przeszczep komérek pacjentéw z transgenicznego modelu mysiego NSG z uposledzong
odpornoscig. Doktorant wykorzystal w badaniach zaawansowane metody molekulame
CRISPR/Cas9 i systemu wektora lentiwirusowego to wytworzenia genetycznych mutantéw
PRDX1 -/- w komérkach BV173 i K562. Do oceny poziomu mRNA wybranych genéw
zastosowano ilosciowy PCR (qPCR), za$ do oceny zmiany profilu ekspresji w analizowanych
komorkach wykorzystano technike RNAseq z uzyciem systemu Next Seq 550 system
(Illumina). Do oceny zywotnosci oraz przezywalnosci wybranych komérek zastosowano test z
barwieniem jodkiem propidiny oraz test kionogennoéci. W pracy wykorzystano takze zestawy
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komercyjne w celu okre$lenia poziomu ROS, H2AX, 8-OH-DG oraz DSB. Dobér metod

uwazam za prawidiowy, a analizg statystyczng za wlasciwa.

Uwagi dotyczace tego Rozdziatu:
* Opisy metod zbyt mato dokladne, w calej pracy zachowany opis tzw. »publikacyjny”, a
nie typowy dla rozprawy doktorskiej w formie ksigzki

* Sekcja (strona 42) PDX Ph+ lymphoid cell culture - w mojej opinii powinna by¢ bardziej

szczegblowo opisana

® Opis linii komérkowych: brak uszeregowanej informacji do jakich badan

wykorzystywano konkretne linie.

Wyniki

Doktorant w usystematyzowany sposob zinterpretowal wyniki prac doswiadczalnych odnoszac
si¢ do kolejnych etapéw badan.

Punktem wyjscia w przedstawionych do oceny badaniach bylo wykazanie zahamowania
aktywnosci ukiadu TXN za pomoca auranofiny (AUR) fub adenantyny (ADE), Inhibicja tego
ukladu spowodowala wzmozona $mieré limfoidalnych komérek Ph+ oraz uwrazliwila je na
TKIs w przeciwienstwie do komoérek mieloidalnych, gdzie nie zaobserwowano takiej zaleznosci.
Potwierdzeniem tej obserwacji byl zaobserwowany podwyzszony poziom ekspresji
proksyredoksyny I (PRDXI), elementu ukladu TXN, zaréwno w Iimfoidainych liniach
komérkowych jak i materiale pierwotnym. Kontynuacja te) hipotezy o znaczeniu tego szlaku w
komérkach o origin limfoidainym bylo wyciszenie ekspresji PRDX1 za pomocs techniki
CRISPR-Cas9. Pozwolito to na obnizenie zywotnosci oraz proliferacji, ale tylko komoérek
limfoidalnych Ph +, dodatkowo uwrazliwiajac na TKIis. Dowiedziono tutaj o specyficznej roli
PRDX] dla tego typu bialaczek Ph+. Czy Doktorant ma jakas sugestig odnosnie tej istotnej,
powyzej opisanej, obserwowanej ronicy pomiedzy komérkami o pochodzeniu mielo- i
limfoidalnym?

Bardzo pomocna w potwierdzeniu postawionej hipotezy okazala si¢ analiza RNAseq, ktdra
wykazala, ze wyciszenie PRDX1 w limfoidalnych komérkach Ph+ spowodowalo zmiane
poziomu ekspresji znacznej liczby gendw, ktorych produkty uczesmicza w kluczowych
procesach komérkowych ti. proliferacja, komérkowe procesy metaboliczne czy apoptoza,
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Dowodzi to o roli jaka odgrywa to bialko w przezywalnosci limfoidalnych komoérkach Ph+

nawet w niekorzystnych dla tych komérek warunkach.

Wiasciwa i precyzyjna charakterystyka molekularna komérek nowotworowych pobranych od
pacjenta jest kluczowa ze wzgledu na szybkie okreslenie typu nowotworu, co z kolei ma
kolosalne maczenie w natychmiastowej oraz prawidlowo dobranej strategii i Jego skutecznego
leczenia. Przykladem moze by¢ bledne rozpoznanie Ph+ B-ALL zamiast komorek fazy kryzy
blastycznej o pochodzeniu mieloidalnym, przeksztalconym w te o charakterystyce limfoidalnej
(L.BP).

Wykonana analiza poziomu stresu oksydacyjnego w komérkach limfoidalnych z wyciszonym
PRDX1 w poréwnaniu do funkcjonalnych w to bialko komérek. Wykazano brak rémicy w
poziomie ROS w komérkach kontrolnych i z wylaczonym genem PRDXI1 w obecnosci IMAT.
Wskazuje to na inny mechanizm wrazliwosci na IMAT w komérkach PRDX1 -/- niz ten oparty
o stres oksydacyjny. Co wigcej komérkach limfoidalnych Ph+ PRDX1 -/- traktowanych IMAT
zaobserwowano zwigkszony poziom uszkodzeh DNA oraz podwyzszony poziom ekspresji
genow NHEJ. Czy istnieje jakas hipoteza wyjasnigjaca to zjawisko wywolane przez IMAT?
Komorki Ph+ B-ALL okazaly si¢ byé wrazliwe na zastosowane inhibitory bialek NHEJ, a efekt
ten nasilal si¢ w obecnosci inhibitorow TXN. Najistotniejsze, z punktu widzenia klinicanego,
zmiany w zmniejszonej przezywalnosci komorek linii limfoidalnych jak i tych pierwotnych
pochodzacych od pacjentéw Ph+ B-ALL zaobserwowano po zastosowaniu potrdjnej kombinacji
inhibitoréw TKs, uktadu TXN oraz NHEJ. Wylgczenie sprawnej naprawy DSB w tym typie
nowotworéw moze okazac si¢ kluczowe w przelamaniu ich opornoéci na tradycyjnie stosowane
leczenie.

Jak slusznie zostalo napisane w pracy jej ograniczaniem byt brak wiedzy na temat
charakterystyki funkcjonalnosci szlakow naprawy DNA w badanych liniach komérkowych, co
pozwoliloby w pelni zinterpretowaé uzyskane wyniki. Mysle, ze w kontynuacji tych ciekawych
badan powinien znalez¢ si¢ kierunek dotyczacy analizy poziomu polimerazy teta, ktérej produkt
polimeraza Q wydaje si¢ by¢ aktalnie istommym elementem pozwalajacym komérkom
nowotworowym na resztkowg naprawe peknigc nici DNA w sytuacji kiedy uposledzone sa
glowne szlaki naprawcze dia tego typu uszkodzen. Bialko to moze odpowiadaé na uodpomienie
sig komérek nowotworowych na zastosowane inhibitory bialek naprawy DSB poprzez np.
zmiang konstrukcji genetycznej produktéw, w ktére celujg zwiazki chemicane.
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Dodatkowe uwagi dotyczgce tego Rozdziahu:
* Opisy tabel (tytul tabeli) na gérze zamiast na dole - tak sig lepiej czyta prace

o Strona 83 wyniki: 4.5.2. Effects of ROS scavengers on the sensitivity to IMAT - nie
opisane w metodach (brak tam jakichkolwiek informagji o zmiataczach)

* W jaki sposob byly badane ROS mitochondrialne (mtROS)? Na stronie 78 (ryc. 21)
pojawia si¢ taka informacja, natomiast w opisie metody na stronie 48 brak takich
informacji. Do okreslenia mtROS shuzy np. sonda MitoSOX

Dyskusja i Podsumowanie

W tej czgsci pracy Doktorant odnosi si¢ krytycznie to uzyskanych w ramach pracy wynikéw
badan naukowych, konsekwentnie do poszczegdlnych jej etapow, w zestawieniu do aktualnych
danych literaturowych m in. rozbiemosci w badaniach genetycznych i biochemicznych.
Swiadczy to o jego dojrzalosci naukowej. Podsumowanie graficzne czeéci do$wiadczalnej
systematyzuje nowa wiedzg¢ wytworzong w ramach rozprawy i wskazuje na mozliwoéé jej
wykorzystania podczas opracowywania nowych strategii terapeutycznych dla analizowanego w

rozprawie typu biataczki.

Odnoszac si¢ do calosci pracy pod katem edytorskim i stylistycznym, Doktorant stosuje
slownictwo naukowe adekwatnie do omawianych zagadnien, jednak z funkcji recenzenta
zwracam uwage¢ na dostrzezone w streszczeniu pracy bledne sformulowania, czy skroty
myslowe . chromosomu kodujacego, stres siateczki $rodplazmatycznej, czy naprawa DNA
przez ,scalanie” niehomologicznych koncow. W pracy réwniez moima dostrzec bledy
edytorskie, jednak to nie wplywa na mojg ogolng, bardzo pozytywna oceng recenzowanej pracy
doktorskiej.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr
Lukasza Komoroskiego pt. Lymphoid-specific role of the thioredoxin system in survival and
drug sensivity of leukemia with BCR-ABLI translocation stanowi oryginalne rozwiazanie
problem naukowego i spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Rozprawa doktorska
prezentwje ogllng wiedze teoretyczna Kandydata w dyscyplinie nauk medycznych oraz
umiejgtno$¢  samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Wszystkie moje powyzej
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przedstawione uwagi dotyczgce pracy nie wplywaja na mojg bardzo wysoka oceng
recenzowanej dysertacji. Wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pana mgr Lukasza
Komorowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie wnosze do
Wysokiej Rady wniosek o wyroimienie recenzowanej rozprawy doktorskiej ze wzgledu na
zastosowane w niej nowatorskiego podejscia do rozwigzywanej w dysertacji kwestii
przefamania opomosci na leczenie Ph+ B-ALL. Rozwiazanie to oparte zostalo o
najnowoczegniejsze techniki genetyczne i molekulame, wnikliwg analize rezultatéw badan, co
moze w niedalekie) przysziodci skutkowa¢ nowymi, spersonalizowanymi strategiami leczenia

tego typu bialaczki.
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