Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Deregowskiej
pt.: ,,Ocena kompleksu telomerowego jako potencjalnego czynnika prognostycznego i/lub
predykcyjnego w przewleklej biataczce szpikowej”,
w zwigzku z powierzeniem obowigzkow recenzenta przez Rade Naukowg Instytutu Nauk

Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Praca doktorska zostala przygotowana w Instytucie Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Rzeszowskiego oraz Zakladzie Immunologii i Centrum Biostruktury
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem dr hab. prof. UR Macieja Wnuka,
przy wspotudziale jako promotora pomocniczego prof. dr n. med. Tomasza Stoklosy. Praca
zostala przygotowana w formie manuskryptu zalecanego dla prac promocyjnych. Recenzent
uznaje niniejszg rozprawe jako bardzo dobra, co wynika z problematyki realizowane] przez
Autorke.

Rozprawe rozpoczyna Spis tresci liczacy pig¢ stron. Nastgpnie zamieszczono Wykaz
skrétéw obejmujacy réowniez pie¢ stron, jest to wazna czg$é rozprawy, poniewaz
wprowadzone skréty ulatwiajg czytanie. Kolejne rozdzialy to Streszezenie w jezyku polskim
i angielskim.

Rozdziat Wstep liczy 25 stron, zawiera cenne informacje dotyczace przewleklej
biataczki szpikowej i jej podtoza molekularnego. Juz rycina pierwsza dotyczaca chromosomu
Filadelfia przywotuje mi wspomnienie o stazu naukowym w Chicago, podczas ktorego
poznalem panig Janet D. Rowley, ktérej mezem byt mdj owczesny szef Donald Rowley.
Nalezy jednak zaznaczyé, ze mechanizm molekularny powstawania translokacji wzajemnej
de novo wciaz nie jest w petni poznany. We Wstepie Doktorantka porusza takze kliniczne
cechy przewleklej biataczki szpikowej oraz role kinazy BCR/ABL1 w procesach
komoérkowych. Informacje zawarte we Wstepie wspierane sa interesujacymi rycinami.
Doktorantka wskazuje na mozliwosci leczenia przewleklej biataczki szpikowej, ktdre sa
bardzo ograniczone i mogg prowadzi¢ do ciezkich powiklan. Odpowiedz na leczenie okresla
sie na trzech poziomach: hematologicznym, cytogenetycznym i molekularnym. Koncowa
cze$¢ Wstepu dotyczy telomerdw i podsumowuje w tabeli informacje dotyczace biatek
towarzyszgcych komponentom kompleksu telomerowego wraz z ich funkcjg. Jak mozna byto
przewidzie¢, Wstep konczy si¢ informacjami na temat struktury i funkcji telomerazy, jak
réwniez mechanizmami wydtuzania telomeréw. Rozdziat Wstep uznaje za dobrze napisany,
wnoszacy do rozprawy caly szereg kluczowych informacji, bardzo przydatny w czytaniu

rozprawy.




Rozdzial Zalozenia i cel pracy przedstawiony jest na dwoch stronach. Doktorantka
uzasadnia dlaczego postanowita realizowa¢ wiasnie taki cel badan i wymienia pig¢ gtéwnych
hipotez badawczych. Dzigki temu mozliwe bylo wskazanie, ze celem ogélnym rozprawy byto
okreslenie zaangazowania poszczegolnych bialek kompleksu telomerowego w dynamike
dtugosci telomerow, w przewleklej biataczce szpikowej. Autorka zdecydowata si¢ podzieli¢
cele szczegdtowe na trzy etapy, z ktorych kazdy obejmuje cze$¢ poznawczg, przetworzenie
uzyskanych informacji i wskazanie potencjalnych markeréw. Cele uwazam za ambitne,
trudne do realizacji ze wzgledu na olbrzymi zakres podjetych prac.

Rozdziat Materialy zostal przedstawiony na siedmiu stronach. Autorka
charakteryzuje odczynniki chemiczne, odczynniki do hodowli komdrkowych, zestawy
komercyjne, przeciwciala, pozostate odczynniki a takze materialy jednorazowe i aparaturg.
Materiat kliniczny zostal zgromadzony przez zespol prof. Tomasza Stoklosy z Zaktadu
Immunologii i Centrum Biostruktury Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Zgode na
prowadzenie badan wyrazita Komisja Bioetyczna przy Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym oraz Komisja Bioetyczna przy Instytucie Hematologii i Transfuzjologii.
Korzystano zaréwno z materiatu pochodzacego od chorych jak i linii komérkowych.

Rozdzial Metody jest rozdzialem rozlegtym i liczy 28 stron. Doktorantka bardzo
szczegOlowo opisuje stosowane metody poczawszy od hodowli komérek CD34+, poprzez
hodowle linii komoérkowych, hodowle komoérek z inhibitorem kinazy tyrozynowej (IKT), az
do oceny liczby i zywotnosei komorek oraz czystosci hodowli. Kolejne opisy dotyczg izolacji
genomowego DNA z krwi i z linii komorkowych, a takze pozyskiwania RNA. Po pozyskaniu
RNA zostata przeprowadzona reakcja odwrotnej transkrypcji. Kolejnym etapem opisanym
przez Doktorantke jest diagnostyka przewleklej biataczki szpikowej i oznaczenie diugosci
telomerow. Do analizy diugosci telomeréw w komdrkach CD34+ wykorzystano zestaw
Telomere PNA FISH Kit. Aktywnos¢ telomerazy zostata oceniona metodg ELISA-PCR. Jak
mozna bylo oczekiwa¢, Doktorantka przedstawila fluorescencyjng hybrydyzacje in sifu jako
metode wykrywania zmian chromosomowych, a rozdziat Metody zamyka czgs¢ proteomiczna
prowadzonych badan. Wykonano analize ekspresji genow metodg RT-qPCR, analizg ekspresji
biatka metodg Western blot i immunofluorescencyjng detekcje biatek. W ten sposéb Autorka
poinformowata o zastosowaniu szerokiego wachlarza badan molekularnych, obejmujgcego
przeglad dostgpnych wspotczesnie metod badawczych. Ponadto znalazla jeszcze miejsce na
analize uszkodzen DNA metodg kometows, testem mikrojgdrowym, okreslenie poziomu
reaktywnych form tlenu i wykrywanie oksydacyjnych uszkodzen DNA. Po wigczeniu analizy
fenotypu metabolicznego komoérek wspaniale widaé, ze Doktorantka dotozyta wszystkich
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staran, aby spelni¢ zalozone cele przyczyniajac sie¢ do oceny poditoza molekularnego
przewleklej biataczki szpikowej.

Rozdzial Wyniki liczy 48 stron i zostal podzielony na trzy bloki obejmujace: 1) Ocene
zmian dlugoéci telomerdéw, ekspresji bialek kompleksu telomerowego oraz aktywnosci
telomerazy w odniesieniu do poziomu ekspresji BCR/ABLI w komoérkach CD34+
izolowanych od pacjentow z przewlekta biataczka szpikows; 2) Charakterystyke
mechanizméw wplywajacych na dlugos¢ telomerow w komoérkowym modelu kryzy
blastycznej oraz 3) Ocene dziatania inhibitora kinazy tyrozynowej na zmiany w obszarach
telomerowych w oparciu o model komérkowy przewleklej biataczki szpikowej. Zagadnienia
te Scisle odpowiadajg zatozonym celom.

W badaniach Doktorantka wykorzystata 78 probek pochodzacych od chorych ze
zdiagnozowana przewlekla biataczkg szpikowg w réznych stadiach choroby. We wszystkich
probkach wykazala obecno$¢ genu fuzyjnego BCR/ABL! metodg RT-PCR oraz FISH,
a komorki chorych w fazie kryzy blastycznej wykazaly istotne statystycznie zwigkszenie
ekspresji transkryptu BCR/ABLI w porownaniu z fazg przewleklg. Zmiany nie byly
obserwowane na poziomie aktywnosci biatka fuzyjnego BCR/ABLI1. Autorka wykazata
istotne statystycznie skracanie telomerow w komorkach chorych z przewlekla biataczka
szpikowa wraz z ekspresja BCR/ABLI, szczegb6lnie w fazie kryzy blastycznej. Nie wykazano
natomiast korelacji dhlugosci telomeréw z ekspresja 1 aktywnoscig telomerazy. Z kolei
zaobserwowano silng dodatnig korelacje miedzy ekspresja BCR/ABLI a ekspresja kilku
gendw kompleksu telomerowego (RAPI, TNKSI, TRF2, TNKS2) u chorych. Ciekawsg
obserwacje stanowi wskazanie wydluzania telomerow w komorkach CD34+ pacjentéw
w momencie wykrycia opornosci na leczenie inhibitorami kinazy tyrozyny w pordwnaniu
z fazg przewlekla.

Druga czgs¢ wynikow odnosi si¢ do komoérkowego modelu kryzy blastycznej,
w ktéorym wykorzystano linie komoérkowe z aktywna kinazg BCR/ABL1: MEG-A2, MOLM-
1, LAMA-84, K562, KU-812 oraz jako kontrole linie ostrej biataczki promielocytarnej HL-
60. Za wyjatkiem komorek kontrolnych potwierdzila wystgpowanie zrownowazonej
translokacji t(9;22) (q34;ql1), a liczba fuzji BCR/ABLI wykazywata duzg zmiennosc.
Zaobserwowala duza zmienno$¢ liczby kopii genu JAK2, miedzy liniami oraz duza
heterogenno$¢ wewnatrz linii. Najwyzsza aktywno$¢ kinazy BCR/ABL1 zostala
zaobserwowana dla linii K-562, a najnizsza dla linii KU-812. Wykazano silng dodatnig
korelacje miedzy poziomem ekspresji genu BCR/ABLI a dtugoscia telomeréw (1=0,8) oraz
aktywnoscig kinazy BCR/ABLI a diugoscig telomeréw (r=0,81). Réwniez potwierdzono, ze

o~
2




ekspresja 1 aktywnos$¢ telomerazy nie wplywajg na utrzymanie dlugosci telomerow
w komérkowym modelu kryzy Dblastycznej. Natomiast poziom biatek kompleksu
telomerowego wptywa na dhugos¢ telomerow i jest czesciowo zalezny od aktywnosci kinazy
BCR/ABLI1. Alternatywny mechanizm wydluzania telomeréw zwiazany z lokalizacja
jadrowych ciatek biataczki promielocytarnej (PML) w okolicach struktur telomerowych
zaobserwowano wytgcznie w linii K-562. W zwiazku z silnym zapotrzebowaniem komorek
nowotworowych na energie 1 glukoze, Doktorantka wykazata podwyzszony poziom biatka
GLUT1 odpowiedzialnego za transport glukozy do komdrki, istotny statystycznie wyzszy
poziom ufosforylowania kinazy biatkowej aktywowanej przez AMP (AMPK) oraz wyzszy
poziom produkcji ATP w stosunku do linii HL-60, za wyjatkiem linii KU-812.
Zaobserwowano istotne statystycznie korelacje ekspresji biatka GLUT1 i dlugosci telomerdéw
oraz ufosforylowanej formy AMPK i dlugosci telomerow. Doktorantka wykazata istotny
statystycznie wzrost reaktywnych form tlenu monitorowanych sonda MitoSOX dla
mitochondrialnego anionorodnika ponadtlenkowego w poréwnaniu z linig kontrolng HL-60.
Zaobserwowala jednoczeénie wysoki poziom aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej 1 SODI
w stosunku do kontroli, co umozliwia ograniczenie wzrostu reaktywnych form tlenu podczas
stresu egzogennego. Wskazata wzrost poziomu karbonylacji biatek oraz agregatow
biatkowych zwigzanych z nieenzymatycznymi potranslacyjnymi modyfikacjami biatek,
szczegdlnie dla linii MOLM-1. Poziom koncowych produktow zaawansowanej glikacji
(AGE) korelowal ze skracaniem telomeréw. Doktorantka nie zaobserwowata podwyzszonego
poziomu uszkodzen DNA w komorkach BCR/ABLI1 pozytywnych wzgledem kontroli HL-60,
przy czym poziom uszkodzen byt zréznicowany w analizowanych liniach.

Trzecia czg$¢ wynikow zostata poswiecona wplywowi imatynibu jako inhibitora
kinazy tyrozynowej na sekwencje telomerowe w komorkowym modelu przewleklej biataczki
szpikowej. Badania przeprowadzono na dwoch liniach modelowych kryzy blastycznej K-562
oraz MEG-AZ2 w odniesieniu do kontrolnej linii HL-60. Doktorantka wyselekcjonowata linie
oporne na imatynib. W liniach wrazliwych imatynib obnizal poziom ekspresji BCR/ABLI.
Zaobserwowala zmiany potencjalu proliferacyjnego komorek BCR/ABL1 pozytywnych
monitorowanych na poziomie komorkowym, a takze markerow Ki67 i biatka p21. Na dtugosc
telomerow w komorkach opornych na imatynib nie wptywajg bialka telomerazowe. Z kolei
poziom ekspresji bialek kompleksu telomerowego w komoérkach opornych na dziatanie
imatynibu zmienia si¢ w zaleznosci od dtugosci hodowli z imatynibem. Podobnie mechanizm
alternatywnego wydtuzania telomeréw ALT oraz telomerowe powtérzenia RNA TERRA sa

zwigzane z utrzymaniem dlugosci telomeréw w komoérkach opornych na imatynib.
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Niezaleznie od obecnosci imatynibu w liniach BCR/ABLI pozytywnych wraz z czasem
hodowli, zaobserwowano nagromadzenie uszkodzen genomu. Dochodzi réwniez do zmiany
metabolizmu w obecno$ci imatynibu. Doktorantka wykazala obnizenie poziomu RAPI1
w komoérkach opornych na imatynib oraz zréznicowanie poziomu potranslacyjnych
nieenzymatycznych modyfikacji biatka RAP1 w komoérkach BCR/ABLI-pozytywnych.

Rozdziat Dyskusja liczy 18 stron i zostal przygotowany zgodnie z zalozeniem, aby
wszystkie poruszane kwestie znalazly swoje odniesienie w dyskusji. Jest to zgodne
z wigkszoscig rozpraw doktorskich, jednakze w przypadku niniejszej rozprawy, rozdzial ten
zostal przygotowany bardzo starannie. Logicznie odnosi si¢ do wynikéw badan. Wskazuje, ze
badania rozpoczeto od charakterystyki profilu ekspresji BCR/ABL1 w komorkach CD34+,
u wszystkich badanych chorych onkogen BCR/ABL1 wykazywat aktywnos¢ transkrypeyjna,
zwigkszajaca si¢ wraz z progresja choroby. Komorki przewleklej bialaczki szpikowej
wykazujg podwyzszong niestabilnos¢ genetyczna, prowadzac do aberracji chromosomowych.
Ponadto, obserwuje si¢ krotsze dlugosci telomeréw. Autorka uwaza, ze bardzo przydatng
metoda ~ w realizacji rozprawy okazata si¢ technika Southern blot oraz potaczenie
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ z cytometria przeptywowa. Ciekawa obserwacja
zwigzana byla ze zwigkszeniem dlugosci telomeréw u chorych z opornoscig na inhibitor
kinazy tyrozynowej. Autorka nie zaobserwowala zmian ekspresji telomerazy na poziomie
ekspresji 1 liczby kopii genu TERT, natomiast zaleznosci wystapilty w przypadku wybranych
biatek kompleksu telomerowego. Wazng czes¢ dyskusji stanowi ocena poziomu reaktywnych
form tlenu oraz poziomu karbonylacji bialek wraz z ich mechanizmami. Doktorantka odnosi
si¢ towniez do markerow niestabilnosci genetycznej, terapii imatynibem czy zwiekszonej
ekspresji sktadnikéw kompleksu telomerowego korelujacej z ekspresja BCR/ABLI. Czeg$é
dyskusji poswigcona zostala znaczeniu procesu glikacji oraz stresu metabolicznego. Dyskusje
uwazam za bardzo dobrze opracowana.

Rozdzial Podsumowanie i wnioski obejmuje dwie strony. Doktorantka uwaza, ze
zmiany w kompleksie telomerowym maja kluczowe znaczenie dla dynamiki zmian dhugosci
telomerow w komorkach przewleklej biataczki szpikowej. Skracaniu telomeréw towarzyszy
wzrost ekspresji RAPI oraz wzrost produktow glikacji bialek. W dos¢ nietypowy sposob
Autorka przedstawia w podsumowaniu i wnioskach rycing. Oczywiscie nie wplywa to ogdlny
ksztalt wnioskéw, ktérych w sumie zamieszcza siedem. Autorka dobrze podzielita wnioski,
ktére odzwierciedlaja gloéwne odkrycia. Dotycza one monitorowania, molekularnej
patogenezy, zastosowania imatynibu w leczeniu, wskazania kluczowej roli bialek kompleksu
telomerowego w utrzymaniu stabilnosci 1 dlugosci telomeréw oraz nabywaniu opornosci na




IKT. Kolejne wnioski dotycza zaleznosci dlugosci telomeréw od aktywnosci kinazy
tyrozynowej BCR/ABLI1. Pigty wniosek dotyczy obnizenia poziomu ekspresji TRF2-RAPI,
a szosty akumulacji zaawansowanych produktéw glikacji biatek. Substancje wplywajace na
metabolizm komdrkowy moga by¢ w przyszlosei rozpatrywane jako leczenie wspomagajace.
Whioski sg przedstawione bardzo zwiezle i nie mam do nich zastrzezen, jednakze
Doktorantka nie uwzglednita w nich wynikéw badan, ktére prezentuje na koricu rozdziatow
Metody 1 Wyniki.

Bibliografia przedstawiona jest na 13 stronach obejmuje 277 pozycji. Jesli Autorka
wszystkie z nich przeczytala, to nalezg si¢ Jej gratulacje. Niemniej, stanowig one bardzo
ciekawy zbidr dla badaczy i personelu medycznego, zajmujacego si¢ badaniami o podobnej
tematyce.

Whniosek koncowy. Zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie o nadanie stopnia doktora
w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne magister Annie
Deregowskiej. Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach 1 tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 z pézn. zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy
zdnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz 1669 z p6ézn. zm.).

Ze wzgledu na opracowanie bardzo szerokiej problematyki zwigzanej z diagnostyka
i poszukiwaniem markeréw przewleklej biataczki szpikowej zglaszam  wniosek
o wyroznienie rozprawy. Wyrdznienie uzasadniam uzyskaniem bardzo wartosciowych
wynikow przy zastosowaniu nowoczesnej metodyki. W toku realizacji Autorka przygotowala
lub uczestniczyta w przygotowaniu 18 publikacji, ktoérych taczny impact factor przekracza 70
a liczba punktéw ministerialnych wynosi 875. Stawia to Jej parametry bibliometryczne
bardzo wysoko i nieczesto spotykane. Wlasciwie dane bibliometryczne sa na poziomie
postepowan habilitacyjnych, o czym moge po$wiadczy¢ pelnige funkcje czlonka CK przez
osiem lat. Praca jest bardzo tadnie przygotowana, z odpowiednio opracowanymi rycinami co
podkresla walory rozprawy.
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