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Ocena
rozprawy doktorskiej Pani lek. Julii Dudkiewicz-Garbicz
pt. ,Inhibicja CDK12/13 jako strategia przetamywania opornosci na deksametazon
w ostrej biataczce limfoblastycznej”.
(tytut angielski:
,Targeting CDK12/13 to Overcome Glucocorticoid Resistance in Acute Lymphoblastic

Leukemia”)

0Od czasu badan Pearsona i Eliela (Cancer, 1949) wskazujacych, ze zastosowanie ACTH lub
kortyzolu w leczeniu ostrej biataczki limfoblastycznej (ALL) znaczaco redukuje liczbe komorek
biataczkowych glikokortykoidy sa jednym z filarow wszystkich programow leczenia ALL tak u
dorostych, jak i u dzieci. Syntetyczne glikokortykoidy (prednison lub deksametazon) sg
stosowane przede wszystkim w leczeniu indukujacym i konsolidujacym remisjg, a odpowiedi
wstepna na leczenie tymi preparatami przez wiele lat uwazana byta za czynnik o znaczeniu
rokowniczym {Riehm H, i wsp. Klin. Padiatr, 1987). Skuteczniejszym lekiem
przeciwbiataczkowym, w tym w przeciwierstwie do prednisonu penetrujagcym w obszar
osrodkowego ukiadu nerwowego jest deksametazon, jednak jego stosowanie wigze sig z
nasilonymi objawami ubocznymi (wyzszy odsetek zagrazajacych zyciu zakazen bakteryjnych i
grzybiczych), stad w ,europejskich” programach leczenia, w przeciwiedstwie do
,amerykanskich” to prednison jest ,frontmanem” leczenia ALL.

Oporno$¢ na glikokortykoidy obserwuje sig u 8-15% dzieci z ALL, u dorostych odsetek ten
wynosi nawet 20-40%, co $wiadczy, ze jest to istotny problem kliniczny, a odkrycie metod
przetamania opornosci komaérek ALL na glikokortykoidy miatoby znaczacy wplyw na poprawe

wynikow leczenia.



Mechanizm dziatania glikokortykoidow w leczeniu ALL wydaje sig by¢ dobrze poznany; po
biernym whniknieciu do komérki leki te wiagzg sie z kodowanym przez gen NR3C1 receptorem
dla glikokortykoidéw (GR), ktéry transportuje je do jadra komérek biataczkowych. W jadrze
kompleks lek-receptor dziata jak czynnik transkrypcyjny taczac sig ze specyficznymi
fragmentami DNA, co aktywuje geny hamujace proliferacje i indukujace apoptoze.

Coraz wiecej wiadomo takze o mechanizmach opornosci na glikokortykoidy. Za zjawisko to
moga odpowiada¢ m. in. mutacje genu NR3C1, aktywacja szlakéw przezycia komérek
biataczkowych (np. szlak PI3K/AKT), nadaktywnos$¢ enzyméw metabolizujacych
glikokortykoidy {np. cytochromu CYP3A4 z rodziny P450) czy tez obnizona aktywnosé
odpowiedzialnych za indukcje apoptozy kaspaz. Istotna role wydaije sig tez odgrywac
dysregulacja kinaz zaleznych od cyklin: CDK12 i CDK13, ktére odgrywaja wazng role w
regulacji transkrypcji poprzez wptyw na fosforylacjg polimerazy RNA. Wyniki badan sugeruja,
e moga one wptywac na stabilno$¢ i funkcjg GR, wspiera¢ aktywacje szlakow przezycia
komérek biataczkowych i hamowac apoptoze poprzez regulacje ekspresji genow pro- i anty-
apoptotycznych. W $wietle tych informacji logiczna wydaje sig by¢ hipoteza, ze hamowanie
aktywnosci CDK12 i CDK13 motze skutkowac przetamaniem opornosci na glikokortykoidy. Tg
hipoteze postanowita w swoich badaniach zweryfikowac Doktorantka, a wyniki tych badan
przedstawita w przedtozonej mi do oceny rozprawie doktorskiej. Komisja Bioetyczna przy
Warszawskim Uniwersytecie Medycznym przyjeta do wiadomosci informacjg na temat
badania pt. ,Inhibitor kinazy zaleinej od cyklin 12 i 13 jako nowy potencjalny lek w ostrej
biataczce limfoblastycznej” uznajac, ze przedstawione badanie nie stanowi eksperymentu
medycznego w rozumieniu art. 21 ust. 1 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 r. o zawodach lekarza i
lekarza dentysty i nie wymaga uzyskania zgody Komisji Bioetycznej przy Warszawskim
Uniwersytecie Medycznym.

Rozprawa napisana jest w jezyku angielskim, w uktadzie typowym dla rozprawy doktorskiej.
Liczy 122 strony numerowane, zawiera 9 tabel i 27 rycin.

W rozdziale ,Wstep” Doktorantka skrotowo omowita klasyfikacje morfologiczng i
immunologiczna ALL, objawy kliniczne i laboratoryjne oraz diagnostyke tej choroby.
Zdecydowanie wiece]j uwagi po$wiecita zmianom genetyczno-molekularnym w ALL, by
koricowa czesc rozdziatu poswiecié zjawisku lekoopornosci, w szczegdlnosci opornosci na

glikokortykoidy. Omawiajac ten problem skupita sig gtéwnie na roli CDK12 i CDK12 tak

2



fizjologicznej, jak i w patogenezie chordb nowotworowych. Ta czeé¢ ,Wstepu” doskonale
uzasadnia cel podjetych przez Doktorantke badan.

Doktorantka wyznaczyta az 6 celow:

1. Scharakteryzowanie ekspresji genéw CDK12, CDK13 oraz cykliny K w prawidtowych liniach
hematopoetycznych oraz w odrebnych molekularnie podtypach ostrej biataczki
limfoblastycznej (ALL) z wykorzystaniem ogélnodostepnych zbioréw danych
transkryptomicznych.

2. Ocena zaleznosci genetycznej komérek ALL od kompleksu CDK12/CDK13 na podstawie
publicznie dostepnych baz danych CRISPR oraz okreélenie zwiazku tej zaleznosci z
wrazliwoécia na glikokortykosteroidy w celu zidentyfikowania genetycznych podstaw terapii
skojarzonej.

3. Ocena cytotoksycznosci oraz potencjalnej selektywnosci hamowania CDK12/CDK13 w ALL
poprzez badania na liniach komérkowych B-ALL i T-ALL, a takze komdrek hematopoetycznych
pochodzacych od zdrowych dawcow szpiku, z wykorzystaniem selektywnych inhibitoréw
kinaz zaleznych od CDK12/13.

4, Okreslenie czy inhibitory CDK12/CDK13 wykazuja synergistyczne dziatanie z
glikokortykosteroidami poprzez przeprowadzenie badan ,terapii” skojarzonej oraz oceng
uzyskanych efektéw z zastosowaniem ilosciowych modeli synergii.

5. Scharakteryzowanie programéw transkrypcyjnych lezacych u podstaw interakcji pomigdzy
glikokortykosteroidami a inhibitorami CDK12/CDK13 poprzez przeprowadzenie
sekwencjonowania RNA (RNA-seq) w celu identyfikacji roznic w ekspresji genow oraz zmian
w aktywnosci szlakéw molekularnych indukowanych przez ,leczenie” pojedynczymi lekami
oraz ich kombinacja.

6. Zbadanie dalszych komérkowych i molekularnych konsekwencji hamowania
CDK12/CDK13, zaréwno w monoterapii, jak i w skojarzeniu z glikokortykosteroidami, poprzez
ocene apoptozy, dynamiki cyklu komérkowego oraz walidacje metoda Western blot ekspres;ji
kluczowych markeréw biatkowych.

Cele te uktadajg sie w logiczny ciag, co doskonale ilustruje plan badania przedstawiony w

formie graficznej na ryc. 8 (str. 60 manuskryptu).

Doktorantka wykazata znakomite opanowanie nowoczesnego warsztatu badawczego, a

metody realizacji badania dobrata w sposéb wlasciwy. Badanie przeprowadzita in sifico i in



vitro. W etapie in silico, poszukujac uzasadnienia tematu badan wykorzystata bazg danych
transkryptomicznych i proteomicznych (BloodSpot 3.0} i baze dane zgromadzonych metoda

CRISP/Cas-9 w portalu DepMap.

Materiat do badan in vitro stanowity pozyskane ze zrodet komercyjnych linie komérek ostrej
biataczki limfoblastycznej (11 linii B-ALL i 2 linie T-ALL) oraz jednojqdrzaste komérki
hematopoetyczne pobierane z krwi obwodowej 4 zdrowych dawcow, a takze komorki

biataczkowe i trepanobioptaty szpiku chorych na ostra biataczke limfoblastyczna.

Komérki do badan pobierano z zatozonych hodowli linii komérkowych {uzyskanych z
wiarygodnego #rédia komercyjnego), za$ w przypadku komérek pobieranych od dawcow i
pacjentéw — bezposrednio po procedurze izolacji. Badane komérki inkubowano przez 72
godz. w réinych kombinacjach z badanymi substancjami: deksametazonem i inhibitorami
CDK12 i CDK 13: SR3835 i THZ531, a nastepnie oceniano przezycie komdrek w tescie z
jodkiem propydyny (w cytometrii przeptywowej), aktywnosc¢ proliferacyjng w tescie MTS i
apoptoze badanych komérek w tescie z anneksyng V (w cytometrii przeptywowej) i metodq
oceny przetaman faricucha DNA (ang. DNA strand breaks) w elektroforezie komorek na zelu
agarowym {Comet assay). Rozmieszczecie komérek w fazach cyklu komérkowego badano w
cytometrii przeptywowej po barwieniu DNA komérek odczynnikiem Hoechst 34580. Stezenia
badanych biatek oznaczano ilosciowo metoda BCA, a nastepnie identyfikowano je
przeprowadzajac elektroforeze na zelu poliakrylamidowym i metoda Western blotting.
Badane biatka oznaczano takie w trepanobioptatach szpiku kostnego metoda
immunocytochemiczna. W ostatnim etapie badania Doktorantka ekstrahowata i
sekwencjonowata RNA badanych komérek oceniajac w ten sposéb zmiany ekspresjg genow
w komérkach badanych przed i po inkubacji z deksametazonem i/lub inhibitorami CDK12 i

CDK13.

Rozdziat ,Results” jest najobszerniejsza czgscig rozprawy, liczy bowiem 43 strony, a
szczegolowe ich oméwienie wykraczatoby daleko poza ramy niniejszej oceny. Wyniki badan
przedstawione zostaty w formie opisowej i graficznej. Wyniki analiz in silico potwierdzity
stusznos$¢ hipotezy badawczej. Analizujac dane z bazy BloodSpot 3.0 Doktorantka wykazata,
e nadekspresja genéw CDK12, CDK13 i CCNK jest zjawiskiem wystepujacym w niektdrych

podtypach genetycznych ostrej biataczki limfoblastycznej, a nieobserwowanym w



prawidlowych komérkach hematopoetycznych. Potwierdzenie tej obserwacji znalazta we
wlasnych badaniach immunocytochemicznych trepanobioptatéw szpiku kostnego
stwierdzajac wyraina ekspresje biatka CDK13 oraz zmienne w intensywnosci wystgpowanie
biatek CDK12/13 | CCNK w biataczce B-komérkowej i brak ekspresji badanych biatek w
komérkach zdrowych dawcéw. Analiza danych z portalu DeepMap pozwolita na ustalenie, ze
kompleks CDK12, CDK13 i CCNK jest niezbedny do przezycia i proliferacji w komorkach
biataczek B- i T komdrkowych. Poszukujac dalej, przeanalizowata dane opublikowane przez
Poularda i wsp. | doszta do wniosku, ze genem wydajacym sig odgrywac najistotniejsza rolg

w modulowaniu odpowiedzi komérek biataczkowych linii NALMG jest gen CDK13.

W badaniach in vitro Doktorantka obserwowata heterogennos¢ odpowiedzi na inkubacjg z
deksametazonem: w wiekszosci linii biataczek B-komérkowych stwierdzata wrazliwosc na
glikokortykoidy, za$ w pozostatych, a takze w komorkach szpiku pacjentoéw z biataczkq
czeéciowa badz catkowita opornosé na deksametazon. Dodanie jednego z inhibitorow
CDK12/13 skutkowato nasileniem obserwowanej cytotoksycznosci, nawet w liniach
komérkowych pierwotnie opornych na deksametazon co na poziomie komdrkowym
objawiato sie nasileniem apoptozy komérek biataczkowych, zwigkszeniem uszkodzeri DNA
(DNA strand breaks) oraz zmianami w profilu faz cyklu komérkowego. W ocenie Autorki
wskazuje to na synergizm dziatania deksametazonu i inhibitoréw CDK12/13 w komdrkach
ALL; zjawiska tego nie obserwowata w identycznie badanych komérkach hematopoetycznych
pobranych od zdrowych dawcéw. Sekwencjonowanie RNA wykazato zmiany ekspresji 7099
genéw po inkubacji 2 SR4835 i 4259 gendw po inkubacji z THZ531, a szczegétowa analiza
GSEA pozwolita na stwierdzenie, e inhibicja CDK12/13 uruchamia program transkrypcyjny w
komorkach B-ALL, ktory skutkuje ttumieniem procesow biosyntetycznych i
mitochondrialnych, aktywacja szlakéw odpowiedzi na stres i zaburzenia przetwarzania RNA.
(alternative splicing). Wydaje sie tez, ze inhibicja CDK12/13 w komérkach ALL wzmacnia
program transkrypcyjny typowy dla odpowiedzi na deksametazon, co moze potwierdzac i

ttumaczy¢ obserwowana synergie kombinacji deksametazonu i inhibitorow CDK12/13.

Najkrétszym rozdziatem rozprawy jest rozdziat , Discussion”. Doktorantka podzielita go na
pie¢ sekcji tematyczne ukladajacych sie w logiczng narracje podsumowujaca wyniki wiasnych

badan, konfrontujac je z danymi literaturowymi. Stusznie przyjmuje, ze badania te wskazujq



na zwiekszona ekspresje kompleksu CDK12/13/CCKN w ALL B-komdrkowej i ze kompleks ten
powinien stac sie celem terapeutycznym, bowiem jego inhibicja skutkuje cytotoksycznoscia
w réznych liniach komérkowych ALL, przetamujac odpornos¢ na glikokortykoidy. Podkresla
znaczenie obserwowanego synergizmu deksametazonu i inhibitoréw kompleksu
CDK12/13/CCKN i znaczenie braku tego efektu w prawidtowych komérkach jednojadrzastych
krwi obwodowej, widzac w tym potencjat terapeutyczny. Opierajac sie na wynikach wtasnych
badan zjawisko to ttumaczy obserwowanymi zmianami ekspresji genéw hamujacych
programy wzrostu komorek, lecz takze gendw regulujacych transkrypcije zalezng od
receptora dla glikokortykoidéw. Twierdzi takze, ze inhibicja kompleksu CDK12/13/CCKN
prowadzi do zahamowania szlakéw naprawy DNA i w konsekwencji do zatrzymania komérek

w fazie G2 cyklu komorkowego z nastepowg ich apoptoza.

Rozdziat ,References” obejmuje 182 pozycje, z ktorych 49 opublikowanych zostato w roku
2020 lub w latach nastepnych. W moim przekonaniu $wiadczy to o aktualnosci tematu

badawczego.

Tezy formutowane przez Doktorantkg brzmia ,w pierwszym czytaniu” dos¢ stanowczo, ale
Autorka doskonale zdaje sobie sprawe z ograniczen sily tychze, czemu data wyraz w ostatnie;
sekcji rozdziatu , Limitations and future directions”. Wynikaja one z faktu, iz trzon badanego
materiatu stanowily linie komérkowe, za$ pozostate komérki pochodzity od raptem dwdch
pacjentéw o niezdefiniowanej immunologicznie i genetycznie chorobie. Zgadzam sig z
Autorka, ze potrzebne s dalsze badania przyblizajace rzeczywistos¢ kliniczng, a dopiero ich
wyniki moga wyznacza¢ kierunek badar przedklinicznych i klinicznych. To niestety daleka

droga.

Rozprawe doktorska lek. Julii Dudkiewicz-Garbicz oceniam niezwykle wysoko. Doktorantka
precyzyjnie sformutowata hipoteze badawcza uzasadniajac ja wynikami wtasnych badan in
silico i danymi z pismiennictwa, precyzyjnie sformulowata cele, zaprojektowata ciag
eksperymentéw tworzacych logiczny i spdjny ciag, zrealizowata je korzystajac z
najnowoczesniejszego warsztatu badawczego, prawidiowo zinterpretowata wyniki i
wyciagneta z nich prawidtowe wnioski (imponuje mi umiejetno$¢ integrowania wynikow
badan prowadzonych réznymi technikami), wskazujac kierunki dalszych badari. Jako

klinicysta, 2 niecierpliwoscia oczekuje informacji czy i w jaki sposéb mozna bedzie



bezpiecznie przetamaé oporno$¢ na glikokortykoidy u dzieci z ALL, zwigkszajac w ten sposéb

szanse na ich wyleczenie.

Z obowiazku recenzenta musze zwrdci¢ uwage na pewne niedociggnigcia w redakcji

manuskryptu:

1. W rozdziale ,Materials” brakuje szczegdtowej informacji o pacjentach, jakio
zdrowych dawcach, od ktérych pobrano materiat do badar. Rozpoznania pacjentow
Jprimary ALL” sg zbyt ogéInikowe, brakuje informacji o immunofenotypie ALL i 0
charakterystyce genetycznej (obie informacje wazne w kontekscie rozprawy). Nie
znalaztem tez w tym rozdziale zadnej informacji o pochodzeniu trepanobioptatow
szpiku, ktére byly przedmiotem badan.

2. Nie znalaztem w manuskrypcie bardziej szczegotowej informacji o stosowanych w
badaniu inhibitorach CDK12/13 (SR3835 i THZ531) poza wzmianka, ze s to ,mate
czasteczki. Uwazam, Ze warto odestaé¢ czytelnika do publikacji wspotautorstwa
Doktorantki (Dudkiewicz-Garbicz J, Wiodarski PK. CDK12 and CDK13 in oncology: from
RNA regulation to therapeutic targeting. Cell Oncol . 2026; 49(1):13.) tym bardziej, ze
jedna z rycin ilustrujacych manuskrypt pochodzi wiasnie z tej publikaciji.

3. Sugeruje usuniecie stowa ,Epidemiology” z tytutu podrozdziatu 1.1, bowiem nie
zawiera on praktycznie zadnych informacji o epidemiologii ostrych biataczek, w
szczegolnosci ALL.

4. Sugeruje tez wprowadzenie w planowanych publikacjach rozdziatu ,,Podsumowanie
wynikéw; ,Results summary”. W przediozonej mi do oceny rozprawie funkcjg tg petni
w pewnym stopniu rozdziat ,Discussion”, ale chciatbym, by wyniki przedstawiono w
oddzielnym rozdziale w bardziej syntetycznej formie. Lektura manuskryptu jest
trudna, jest on napisany jezykiem na wskro$ profesjonalnym, a klinicystom, ktorzy
powinni takze zapozna¢ sie z wynikami badari przedstawionymi w rozprawie jezyk ten

moze okazac sie niezrozumiatym.

Powyisze uwagi w jakikolwiek sposéb nie zmieniaja mojej niezwykle wysokiej oceny
rozprawy doktorskiej lek. Julii Dudkiewicz-Garbicz. Rozprawa doktorska Pani lek. Julii
Dudkiewicz-Garbicz spetnia warunki okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.

Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Z petnym przekonaniem o



wysokich walorach poznawczych rozprawy przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej
Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o
dopuszczenie Pani lek. Julii Dudkiewicz-Garbicz do dalszych etapow przewodu
doktorskiego oraz publicznej obrony pracy doktorskiej. Jednoczesnie wnioskujg o
wyréznienie rozprawy w zgodnosci z zasadami przyjetymi przez Wysoka Radg, sugerujac

ocene Summa cum laudae. Uzasadnienie - jak w tresci opinii.

Szczecin, 17 lipca 2026 .

prof. drhab. n med Tomasz Urasifiski
specjalista chorob dziecigeych
specjalista onkows - hematolog dziecigey



