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Pomimo znacznego postgpu jaki dokonal si¢ w ostatnich latach w diagnostyce i
leczeniu przewleklej biataczki limfocytowej (PBL), zadna z dotychczas dostepnych terapii,
oprocz allogenicznego przeszczepiania komérek krwiotworczych, nie pozwala uzyskaé
calkowitego ~ wyleczenia choroby. Poza stosowang od wielu lat standardowa
immunochemioterapia wg schematu zawierajacego rytuksymab, cyklofosfamid i analog
nukleozydéw purynowych - fludarabing lub kladrybing (2-CdA), znaczna skutecznogé
terapeutyczng wykazuja leki celowane, w tym wenetoklaks - inhibitor antyapoptotycznego biatka
BCL-2. Lek ten jest przeznaczony do stosowania w monoterapii opornej i nawrotowej PBL, u
chorych z dell7p/mutacjag TP53, a takze po niepowodzeniu leczenia ibrutynibem. W
potgczeniu z rytuksymabem lub obinutuzumabem wenetoklaks moze byé stosowany w PBL
zardwno w pierwszej linii leczenia, jak i u chorych opornych/nawrotowych.

Rola zahamowania procesu apoptozy limfocytéw biataczkowych w patogenezie PBL
jest dobrze poznana, jednakze zaburzenia réznych szlakéw przekazywania sygnalu w
komorkach nowotworowych, w tym wplyw zaburzefi ekspresji biatek uczestniczacych w
apoptozie, jak i kodujgcych je genéw na ksztattowanie obrazu klinicznego choroby wciaz jest
przedmiotem badan. Ustalenie zwigzku pomigdzy apoptoza komérek biataczkowych, a

agresywnoscia przebiegu klinicznego biataczki sg utrudnione z uwagi na rozbieznogé



pomi¢dzy wydluzeniem czasu przezycia limfocytéw PBL in vivo, a ich sklonnoscig do
ulegania szybkiej spontanicznej apoptozie in vitro. Dotychczas nie badano skojarzonego
dzialania wenetoklaksu z analogami nukleozydéw purynowych, w tym 2-CdA u chorych na
PBL. Wiadomo jednak, ze zarowno WEN jak i 2-CdA indukuja procesy apoptozy poprzez
aktywacje alternatywnych szlakéw sygnatowych. Skuteczno$é takiego skojarzenia badano u
chorych na ostrg biataczke szpikowa, ostrg bialaczka o mieszanym fenotypie oraz w
zespotach mielodysplastycznych, wykazujgc korzystny profil bezpieczenstwa, wysoki odsetek
uzyskiwanych remisji oraz znaczaca eradykacj¢ minimalnej choroby resztkowej. Do
najistotniejszych dziata niepozadanych nalezata mielotoksyczno$é. Wydaje sie wiec, ze
podjecie przez Doktorantke badan dotyczacych wplywu skojarzonego dziatania wenetoklaksu
1 2-CdA na ekspresj¢ bialek i genéw regulujacych apoptoze w komoérkach PBL jest w pelni
uzasadnione.

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Aleksandry Kubiak p.t. ,,Wplyw
wenetoklaksu (WEN) 1 kladrybiny (2-CdA) na apoptoz¢ komoérek przewlektej biataczki
limfocytowej w badaniach in vitro” zawiera 132 strony i ma typowy dla rozpraw doktorskich
uklad, skladajac si¢ z wykazu najczesciej uzywanych skrétow, spisu tresci oraz rozdzialow
zatytulowanych: Wstgp, Zalozenia i cel pracy, Materiat i metody, Wyniki, Dyskusja,
Obserwacje, Wnioski, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Pi$miennictwo. Na koficu
Doktorantka umiescita Spis tabel i rycin.

W rozdziale p.t. ,,Wstep” Doktorantka wnikliwie omawia zagadnienia dotyczace PBL,
a wigc epidemiologie, kryteria rozpoznania, charakterystyke morfologiczna i fenotypowsg oraz
obraz kliniczny. Zwraca tez uwage na koniecznosé objecia chorych na PBL szczegdlng opieka
medyczng w dobie pandemii wirusa SARS-Cov-2. W kolejnym podrozdziale Doktorantka
omawia czynniki prognostyczne w PBL, a wér6d nich aberracje cytogenetyczne, mutacje
genéw oraz stan mutacyjny IGVH. W podrozdziale zatytulowanym ,,Apoptoza komoérek
biataczkowych” Doktorantka opisuje zjawisko apoptozy, charakteryzujac szlaki wewnagtrz- i
zewngtrzpochodny oraz biatka i geny uczestniczace w tym procesie. Ostatni podrozdzial
poswiecony jest leczeniu PBL, w ktérym Doktorantka szczegétowo omawia poszczegdlne
grupy lekéw, zwracajac szczegdlna uwage na wenetoklaks i kladrybing. Caty omawiany
rozdzial napisany jest jasnym i zrozumiatym jezykiem i $wiadczy, ze Doktorantka posiada
dobrg znajomo$¢ zaréwno biologii, jak i kliniki PBL, jak réwniez skomplikowanych
mechanizméw wewnatrzkomoérkowych lezacych u podstaw zjawiska apoptozy. Doktorantka
wykazala si¢ umiejetnoscia krytycznego korzystania z pismiennictwa naukowego i rozleglg,
wystarczajaca do podjgcia ambitnie zakreslonych badan wiedzg na temat regulacji przezycia
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komoérek omawianej biataczki. Rozdziat ilustrowany jest kilkoma przejrzystymi rycinami i
tabelami.

Rozdziat ,Zalozenia i cel pracy” otwiera krétkie, syntetyczne wprowadzenie
teoretyczne, w sposob logiczny i przekonywujacy uzasadniajace wybor tematu badan. Cel
pracy zostal sformulowany w sposob opisowy jako ocena rodzaju interakcji zachodzgcych
migdzy badanymi lekami, jak réwniez ocena wplywu tych lekéw zastosowanych w
skojarzeniu na ekspresj¢ bialek i gendéw zaangazowanych w apoptoze¢ komorek
biataczkowych, natomiast cele szczegélowe przedstawiono w czterech nie budzacych
zastrzeZen punktach. Zakreslone cele sg nowatorskie oraz bardzo istotne z punktu widzenia
poznawczego, a potencjalnie takze klinicznego.

Rozdzial ,,Material i metody” otwiera charakterystyka chorych. Efekt cytotoksyczny
badanych lekéw oraz rodzaj interakcji zachodzacej pomiedzy nimi Doktorantka oceniata in
vitro w limfocytach krwi obwodowej pobranych od 103 nieleczonych chorych na PBL. U 40
sposrod nich zbadala ponadto ekspresj¢ biatek i genéw uczestniczacych w regulacji apoptozy.
Charakterystyka fenotypowa limfocytéw biataczkowych, ocena ich apoptozy po 48 godzinnej
inkubacji z badanymi lekami oraz ocena ekspresji biatek zostaly dokonane przy uzyciu
cytometrii przeplywowej. Oznaczenie odsetka komdrek ulegajacych zaprogramowanej
smierci komérki byto oparte na ich zdolnosci do wigzania anneksyny V i jodku propidyny. Na
uwage zastuguje wykorzystanie przez Doktorantke metody NanoString nCounter® Analysis
System. Jest to nowoczesna metoda wysoce multipleksowego liczenia pojedynczych czastek
stuzaca do oceny ekspresji genéw, miRNA, long non-coding RNAs oraz analizy typu Single
cells. Doktorantka wykonala w tym celu izolacje RNA z komérek przed i po hodowli oraz
zbadata jakos¢ catkowitego RNA z wykorzystaniem automatycznej elektroforezy zelowej
Oznaczenia ekspresji genéw zostaly wykonane w Laboratory of Molecular Diagnostics,
Semmelweis University w Budapeszcie, w ramach wspélpracy z firma Biomedica. Wnikliwa
analiza statystyczna zostata przeprowadzona przez Doktorantke z zastosowaniem programu
dedykowanego do metody NanoString- nSolver 4.0, kt6ry postuzyl takze do wygenerowania
graficznej interpretacji wynikéw w postaci heat map. Do wyliczenia wartosci fold change
(FC) szacujgcej krotnos¢ zmian w materiale badanym wzgledem materiatu odniesienia
Doktorantka uzyla programu OmicSelector, natomiast wykresy volcano plot wykonata przy
uzyciu oprogramowania VolcaNoser. Dobér metod nie budzi zastrzezen, jest on bardzo
nowoczesny, adekwatny do postawionych celéw, a ich opis $wiadczy o dobrym ich

opanowaniu praktycznym przez Doktorantke.



Wryniki badaf zostaly przedstawione opisowo, w formie przejrzystych i dobrze
skonstruowanych tabel, oraz w formie wykreséw. Kolejnosé¢ prezentacji wynikow jest
przejrzysta i logiczna. Doktorantka najpierw ocenila cytotoksycznos¢ lekow stosowanych w
skojarzeniu w odniesieniu do efektu cytotoksycznego wywolanego badanymi lekami
zastosowanymi pojedynczo nastepnie ocenila rodzaj interakcji zachodzacej migdzy nimi,
wykazujac bardzo silne dzialanie synergistyczne. W dalszej czesci kolejno analizuje wplyw
lekbw na apoptoze calkowita, zmiang¢ potencjalu mitochondrialnego oraz ekspresjg
aktywnych form kaspazy-3,-9 i -8, szczeg6lnie koncentrujgc si¢ na ocenie ekspresji 13 bialek
uczestniczacych w apoptozie, w tym BCL-2, BAX, BIM, P53, PUMA, NOXA, NOTCHI.
Zgodnie z oczekiwaniem leki zastosowane w skojarzeniu silniej indukowaly apoptoze
komoérek PBL niz zastosowane pojedynczo. Do najciekawszych i nowatorskich wynikdw
zaliczytbym obserwacje, ze wenetoklaks powodowat istotne zwigkszenie ekspresji 7 genow
(APAF1, BBC3, BID, BIK, FADD, NOTCHI, SMAD3) i zmniejszenie ekspresji 2 genow
(BCL-2 i PMAIP) w poréwnaniu z materialem kontrolnym przed hodowla oraz istotne
zwicgkszenie ekspresji wszystkich badanych genéw (poza PMAIP i nieistotnym statystycznie
wzrostem ekspresji BCL-2) w poréwnaniem z materialem kontrolnym po hodowli.
Skojarzenie wenetoklaksu z 2-CdA znamiennie zwigkszato natomiast ekspresj¢ az 13 genéw
(APAFI1, BAX, BBC3, BID, BIK BIM, CASP3, CASP8, CASP9,FADD, NOTCHI, P53,
SMAD3) i znamiennie zmniejszato ekspresje¢ PMAIP w pordwnaniu z materiatem kontrolnym
przed hodowla, oraz zwigkszato ekspresje¢ wszystkich genéw z wyjatkiem PMAIP i SMAD3 w
poréwnaniu z materiatem kontrolnym po hodowli. Ciekawy wydaje si¢ takze brak wypltywu
badanych lekéw na ekspresje genu BCL-2, podczas gdy ekspresja bialka BCL-2 ulegla
obnizeniu. Doktorantka zauwazyla, ze wynika to najprawdopodobniej z blokowania miejsca

wigzania przeciwciala przez wenetoklaks.

W rozdziale ,Dyskusja” Doktorantka oméwila otrzymane wyniki w szeroko
zakreslonym kontekscie danych literaturowych poswieconych badanemu zagadnieniu. Starala
sie zinterpretowaé poczynione przez siebie obserwacje w $wietle opublikowanego na ten
temat pi$miennictwa, wiedzy dotyczacej biologii komorek biataczkowych oraz, co jest
szczegdlnie cenne, z uwzglednieniem ograniczen stosowanych przez siebie metod
badawczych. Doktorantka dokonala analizy uzyskanych wynikéw w sposéb bardzo ostrozny,
wywazony, $wiadczacy o duzej dojrzatos$ci naukowej. Podkreslita réwniez, ze badania te
wzbogacitaby analiza uzyskanych wynikéw pod katem stanu mutacyjnego IGVH oraz z
uwzglednieniem aberracji cytogenetycznych wystepujacych u badanych chorych. Lektura



tego rozdziatu po raz kolejny przekonuje czytelnika rozprawy o glebokiej wiedzy Doktorantki
1Jej umiejetnosei twérezego i krytycznego korzystania z pi$miennictwa swiatowego.

Rozdziaty ,,Obserwacje” oraz ,,Wnioski” zawierajg nie tylko rekapitulacje uzyskanych
wynikéw badan, ale tez prébe ostroznej i jednoczesnie moim zdaniem trafnej ich interpretacii.
Zawarte tam stwierdzenia maja pelne pokrycie w uzyskanych wynikach badas i dowodza
realizacji przez Doktorantke celéw pracy sformulowanych w rozdziale II.

Rozprawe konczy streszczenie w jezyku polskimi angielskim, spis 165 pozycji
piSmiennictwa wlozonych w kolejnosci cytowan, trafnie dobranych i poprawnie cytowanych
w tekscie oraz spis 13 tabel i 30 rycin.

Temat pracy jest bardzo aktualny i wazny z punktu widzenia gléwnie poznawczego
oraz potencjalnie réwniez praktyczno-klinicznego. Realizujac jg Doktorantka wykazata
dojrzatos¢ naukows i udowodnita umiejetnos¢ korzystania z pismiennictwa naukowego,
planowania badan, ich realizacji z doborem odpowiednich metod oraz krytycznej i rzetelnej
analizy poczynionych obserwacji. Uzyskane wyniki nosza znamiona nowatorstwa oraz majg

duze znaczenie poznawcze. Praca zredagowana jest przejrzystym i zrozumiatym jezykiem.

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska magister
Aleksandry Kubiak zatytulowana: »Wplyw wenetoklaksu (WEN) i kladrybiny (2-CdA)
na apoptoz¢ komérek przewleklej bialaczki limfocytowej w badaniach in vitro” stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i wykazuje teoretyczng wiedze
Doktorantki w zakresie biologii medycznej. Tym samym spehlnia ona wszystkie wymogi
stawiane rozprawom doktorskim okre$lone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki —
Przepisy wprowadzajgce Ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022
r.). Mam wigc zaszezyt i przyjemnosé wnioskowaé do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk
Medycznych Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie
mgr Aleksandry Kubiak do dalszych etapow przewodu doktorskiego i zgodnie z
zasadami przyjetymi przez UM w Lodzi o wyrdznienie pracy.






