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Recenzja pracy doktorskiej

pt. ,,Odkrycie i charakterystyka epigenetycznej funkcji kinaz PIM w rozlanym chloniaku z duzych
komérek B” wykonang przez mgr Sonia Maria D¢bek w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii,
Zaklad Hematologii Eksperymentalnej w Warszawie, promotor dysertacji prof. dr hab. n. med.
Przemystaw Juszczynski, promotor pomocniczy dr Dorota Komar.

Badania prowadzone w ramach grantu TEAM Fundacji na rzecz Nauki Polskiej
POIR.04.04.00-00-5C84/17. Studia doktoranckie realizowane w ramach Narodowego Centrum
Badan i Rozwoju POWR.03.02.00-00-1041/16-00.

Rozlany chioniak z duzych komoérek B (DLBCL) jest najczestszym nowotworem ukladu
limfatycznego u dorostych, charakteryzujacym si¢ duza heterogenicznoscig pod wzgledem fenotypu,
podioza molekularnego, rokowania i odpowiedzi na leczenie. Komorki ztosliwe znajduja sie gléwnie w
narzgdach limfatycznych, takich jak wezly chlonne i $ledzionie, jednak lokalizacje poza wezlowe
wystgpuja nawet u 30% pacjentow; zaawansowany DLBCL moze rozprzestrzeniaé sic do szpiku
kostnego, watroby, otrzewnej, oplucnej i osrodkowego ukiadu nerwowego. Objawy kliniczne s
niespecyficzne i obejmujg powigkszone wezly chlonne, niewyjasniong utrate masy ciala i goraczke,
nocne poty i podwyzszony poziom dehydrogenazy mleczanowej (LDH). Wczesne préby zrozumienia
heterogenicznosci molekularnej DLBCL i zidentyfikowania podstruktury molekularnej tego
nowotworu wykorzystywaly analize transkryptoméw DLBCL opartg na mikromacierzy. W badaniu
przeprowadzonym przez Alizadeh i wsp. wykazano, ze r6zne DLBCL majg wspolne podobiefistwa

transkryptomiczne z normalnymi komérkami GC (DLBCL podobne do GCB) lub naiwnymi
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komoérkami B aktywowanymi anty-IgM / IL-4 / CD40L (DLBCL podobne do ABC ) 7. Co wazne, ta
klasyfikacja oparta na komorkach pochodzenia (COO) dostarczyta informacji prognostycznych:
pacjenci z guzami GCB majg znacznie lepsze rokowanie niz pacjenci z guzami typu ABC. Jednak
zgodnie z tendencyjng zasadg klasyfikacji COO, pewna liczba guzéw pozostala niesklasyfikowana, co
wskazuje, ze istniata dodatkowa podstruktura, ktérej nie mozna uchwycié¢ za pomocg tego podejscia.
Aby uzyska¢ obiektywne, kompleksowe profile transkrypcyjne i podtypy DLBCL, grupa M. Shippa
wykorzystata algorytm klasyfikacji klastrow konsensusu (CCC), znajdujac zgodnosé miedzy 3
niezaleznymi metodami grupowania. Zdefiniowano trzy biologicznie odporne, odrgbne klastry:
»fosforylacja oksydacyjna (Ox-Phos)”, ,receptor/proliferacja komorek B (BCR)” i ,,odpowiedz
gospodarza (HR)”. Co wazne, klasyfikacja CCC byla w duzej mierze niezalezna od COO.

Chociaz nowe, multiomiczne klasyfikacje nie sg szeroko stosowane w klinice, WYCZEerpujaco
wyjasniajg zaleznosci onkogenne DLBCL, zapewniajac solidne podstawy do zrozumienia patogenezy
DLBCL. Ponadto okreslaja mozliwe do zastosowania luki, ktére mozna wykorzysta¢ do
zaprojektowania nowych podej$¢ terapeutycznych. Co wazne, fakt, ze najbardziej dominujacy podtyp
DLBCL wykorzystuje modyfikacj¢ chromatyny, z perspektywicznym zastosowaniem terapeutycznym.

Rejestracja nowych terapii, takich jak przeciwciala bispecyficzne, koniugaty przeciwciato-lek
(ADC) lub chimeryczne limfocyty T receptora antygenu (CAR-T), przyniosta nowg nadzieje¢ pacjentom
z DLBCL. Liczne badania kliniczne wykazaly bezprecedensowe wskazniki odpowiedzi na CAR-T u
pacjentéw z nawracajacym i opornym na leczenie (R/R) DLBCL, a terapia CAR-T ostatecznie stala sig
standardem opieki nad R/R DLBCL. Z drugiej strony, kilka niedawnych analiz rzeczywistych wynikow
pacjentéw pokazuje, ze odpowiedzZ lub catkowity czas przezycia nie sg znaczgco lepsze w przypadku
terapii CAR-T w poréwnaniu ze standardowymi schematami, takimi jak allogeniczny przeszczep
komoérek krwiotwdrczych ( alloHCT). Dlatego nadal istnieje niezaspokojona potrzeba leczenia DLBCL
u pacjentéw, ktérzy nie reaguja na terapie, podkreslajac znaczenie dalszych podstawowych badan
biologii DLBCL, odkrywania lekéw i badan klinicznych w tych opornych na leczenie kohortach.

Rodzina kinaz PIM skiada si¢ z 3 protoonkogennych biatek: PIM1, PIM2 i PIM3, ulegajacych
ekspresji w wielu nowotworach, w tym chtoniaku rozlanym z duzych limfocytéw B (DLBCL). Kinazy PIM
reguluja kluczowe procesy komérkowe, takie jak proliferacja, apoptoza, metabolizm i migracja, dlatego ich
zahamowanie zyskato zainteresowanie jako potencjalna strategia terapeutyczna. Nad matoczasteczkowymi
ihibitorami pan-PIM prowadzone sg badania kliniczne, np. SEL24/MEN1703, ktéry obecnie przechodzi I1

fazg badania w leczeniu AML. Cho¢ ostatnie badania nieprzerwanie dostarczaja nowych danych o
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biologicznej roli PIM w nowotworach limfoidalnych, szczegéty i mechanizmy dziatania onkogennego PIM
oraz konsekwencje ich hamowania w DLBCL pozostajg niewystarczajaco poznane. Ponadto dotychczasowe
badania wykazaly potencjalng epigenetyczna rolg PIM poprzez fosforylacje histonu H3S10, opisang jednak
tylko w pojedynczym locus. Genomiczna rola PIM w modulowaniu transkrypcji w komérkach
chloniakowych pozostaje niejasna.

Doktorantka mgr Sonia Dgbek w swojej pracy doktorskiej przyjeta za gléwny cel, opisanie
wezesniej niescharakteryzowanej roli kinaz PIM w szerokiej epigenetycznej regulacji ekspresji genoéw oraz
konsekwencji jej hamowania w rozlanym chtoniaku z duzych komérek B, poprzez realizacjg nastepujacych
zadan:

1. opisa¢ zmiany w ,.krajobrazie” epigenetycznym po zahamowaniu PIM,

2. scharakteryzowa¢ zmiany wzorcéw transkrypcji po zahamowaniu PIM,

3. oraz oceni¢ wplyw tych zmian na zywotno$¢ i proliferacje komérek DLBCL.

Miejsce prowadzenia badan, profil badawczy i spektrum probleméw z jakimi spotyka sie zespot
specjalistow w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii, Zaklad Hematologii Eksperymentalnej w
Warszawie, nie dziwi wigc decyzja nad podjgciem wyzwania wysoce ambitnego. W zwiazku z tym,
wybor przez Pana Promotora i Doktorantke tej tematyki badarn uwazam za bardzo interesujacy i w pelni
uzasadniony.

Recenzowana praca doktorska jest dysertacjg liczaca 114 stron zawierajacg 18 ryciny, 6 tabel i
207 pozycji literaturowych w wigkszosci pochodzacych z ostatniego okresu, ktére poshizyly do
przygotowania monograficznej czgsci pogladowej, doswiadczalnej oraz dyskusji nad wynikami badan
wiasnych. Dobor pozycji literaturowych nie budzi zastrzezen i wskazuje na to, ze tematyka badan jest
bardzo aktualna.

Pracg rozpoczyna czg$¢ teoretyczna liczaca 19 stron; zawiera 2 ryciny oraz 1 tabele w pehni
przedstawiajgca i pozwalajgcg zrozumieé¢ charakter i skalg trudnosci tematu. Osobne rozdzialy czesci
teoretycznej stanowig zamierzone przejécie do obszernego omoéwienia etiopatogenezy, podloza
fizjologicznego i mechanizméw opornosci, regulacje poprzez czynniki transkrypcyjne i szlaki
sygnatowe, mogace wplywac na potencjalne dzialanie terapeutyczne kinaz PIM na komérki DLBCL.

Po krétkim wprowadzeniu, dotyczacym patogenezy i potencjalnych terapii komérek DLBCL,
Doktorantka omowita szczegétowo funkeje, regulacjg oraz mozliwosci terapeutyczne kinaz PIM, jako

elementu potencjalnie zaangazowanego w proces leczenia pacjentéw z DLBCL.
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Przygotowany przez mgr Sonie Debek przeglad pismiennictwa stanowi oryginalnie przemyslany,
wyjatkowo interesujgcy i $wietnie zilustrowany wyklad na temat zaangazowania kinaz PIM z
przedstawieniem mechanizméw przekaznictwa sygnatowego i efektow ich prawidlowego dzialania,
interakcji epigenetycznych, wplywu na cykl komoérkowy, jak tez interakcje z potencjalnymi

farmaceutykami.

Czg$¢ doswiadczalna pracy obejmuje 77 strony. Poswigcona jest charakterystyce modeli in vitro
wykorzystywanej w powyzszej pracy. Charakterystyce linii komorkowych oraz przybliza skrupulatnie
kazdy z elementéw prowadzenia badan, tj. definiowania inhibitoréw, specyfiki komérek
wykorzystywanych na poszczegélnych etapach projektu, ich przechowywania i przygotowywania,
rodzaju bakterii wykorzystywanych w pracy doswiadczalnej czy tez identyfikacji, ekstrakcji DNA
pochodzacego z poszczegdlnych etapdw pracy dos$wiadczalne;j.

Przystepujac do oceny merytorycznej tej czesci recenzowanej rozprawy, musze podkresli¢, ze
prezentowane w niej badania zostaly zaplanowane bardzo wszechstronnie, z uwzglednieniem
doswiadczen analizujacych rézne uwarunkowania poszczegblnych zagadnien. Oparto je o bardzo
nowoczesne techniki eksperymentalne biologii molekularnej i  hodowli tkankowej, z licznymi
elementami transfekcji i infekcji wirusami proponowanych modeli badawczych.

Jedng z funkcji kinaz PIM jest regulacja TF, takich jak MYC czy NF-xB. W poprzednich
badaniach scharakteryzowano konsekwencje hamowania PIM przez SEL24 / MEN1703 w DLBCL i
wykazano, ze inhibitor blokowat proces transkrypcyjny sterowany przez MYC. Jednak profilowanie
ekspresji genéw sugerowalo, ze wplyw PIM na transkrypcje jest szerszy niz wylacznie poprzez
regulacja MYC. Na przyktad, hamowanie PIM blokuje wiele kluczowych szlakéw chioniaka, takich jak
sygnalizacja receptora Toll-podobnego, przetwarzanie i prezentacja antygenu, cykl komérkowy i
przejscie fazowe G1-S / G2-M, biosynteza aminoacylo-tRNA i metabolizm pirymidyn, jak réwniez jako
transkrypcja zalezna od MYC/E2F1 (ryc. 4.1A). Lista szlakow rozregulowanych przez inhibitor PIM
przypominala, przynajmniej czgsciowo, te rozregulowane przez inhibitor BRD4 JQ1 158: z 33 szlakow
zmienionych przez JQI1, 8 bylo réwniez modulowanych przez MEN1703 (ryc. 4.1B). Aby formalnie
oceni¢ te podobienstwa, wybralismy 100 najbardziej znaczaco obnizonych genéw w liniach
komérkowych traktowanych inhibitorem PIM i zbadalismy ekspresj¢ tego zestawu gendéw w liniach
komoérkowych traktowanych JQ1 (ryc. 4.1C). Stwierdzono, ze geny z regulacja w d6! inhibitora PIM

wykazywaly zmniejszong ekspresje réwniez po hamowaniu BRD4. Podsumowujac, dane te wskazuja,
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ze aktywno$¢ BRD4 i PIM czeéciowo si¢ pokrywaja. Poniewaz szeroka deregulacja transkrypcji jest
czesto zwigzana ze zmianami epigenetycznymi, Doktorantka odniosta si¢ do dostgpnej literatury, aby
sprawdzié, czy kinazy PIM maja udokumentowang funkcje epigenetyczng. W dwéch opublikowanych
badaniach opisano mechanizm fosforylacji seryny 10 na histonie 3 (H3S10ph) przez PIM1 w miejscach
docelowych MYC w komoérkach $rodblonka. Ta aktywacja epigenetyczna obejmowata rekrutacje
BRD4, co dodatkowo ulatwilo sktadanie funkcji transkrypcyjnej. BRD4 jest uznanym epigenetycznym
regulatorem transkrypcji. Biorac pod uwagg potencjalng wspétprace migdzy PIM1 i BRD4, zbadata,
czy hamowanie PIM wplywa na poziomy catkowitego RNA. ZanotowaliSmy powszechny spadek
pozioméw RNA w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi (ryc. 4.1D), co wskazuje, ze kinazy PIM
wydajg si¢ odgrywaé uniwersalng rolg¢ w kontroli biosyntezy i/lub stabilnosci RNA. Doktorantka,
zbadala, czy PIM odgrywa rol¢ epigenetyczng rowniez w DLBCL. W celu oceny zakresu aktywnosci
PIM we wzorcach epigenetycznych, po 24-godzinnym leczeniu trzema réznymi inhibitorami pan-PIM,
ktére weszly do badan klinicznych, oceniono wybrane poziomy modyfikacji potranslacyjnych
histonéw: H3S10ph oraz H4K 16ac lub H4panAc. Uzylismy: SEL24/MEN1703, PIM447 oraz inhibitora
PIM pierwszej generacji SGI-1776. Wszystkie zwigzki skutecznie zmniejszaly poziomy acetylacji
H3S10ph i H4 (ryc. 4.2A). Potwierdzono wazng rol¢ PIM w utrzymaniu zwigkszonej ilosci H3S10ph.
Problem lokalizacji PIM i ich zwiazek z komérkami DLBCL réwniez byl w zakresie zainteresowania
Doktorantki. W kolejnych etapach badan, potwierdzita ona ze PIM1 oddzialuje z chromatyng w
komérkach DLBCL. Byé moze mogliby tez tworzy¢ kompleksy z innymi biatkami epigenetycznymi,
ale ta hipoteza wymaga dalszych, kompleksowych badan. Przeprowadzone kolejne serie badan, w
niezwykle ciekawy sposob zostaly udokumentowane przez Doktorantke i $mialo mogg stwierdzic ze ta
czes$é pracy doktorskiej jest niezwykle interesujaca ,,podréza” w $wiat oddziatywan czgsteczek PIM na
procesy translacji, transkrypcji, proliferacji, oddziatywania na czynniki aktywujgce i regulatory
wewnatrz komoérkowe, potwierdzajac niezwykle wazng rolg¢ powyzszych w procesach epigenetycznych.

Podsumowujac te cze$¢ pracy cheialbym podkresli¢, ze wszystkie uzyte metody charakteryzuje
wysoki stopien obiektywizacji danych, a wykorzystane analizy statystyczne nie budza zastrzezef.
Wszystkie, przeprowadzone do$wiadczenia zostaly zaplanowane i realizowane ze skrupulatnoscig i
obejmuje zalozone aspekty prowadzonych badan. Sposéb ich prezentacji jest przemyslany, co pozwala

$ledzi¢ postepy pracy i rejestrowaé realizacje jej kolejnych celow i zadan.
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W czgsci Dyskusja, Doktorantka przedyskutowata otrzymane wyniki. I w sposéb szczegétowy
konfrontuje wyniki wiasne z bogatg literaturg opisujac poréwnawczo poszczegdlne etapy i mechanizmy
interakcji PIM na modyfikacje histonéw. Chociaz stale identyfikowane sa nowe luki terapeutyczne w
DLBCL, heterogenicznos¢, agresywny charakter i czgsty rozwoj opornoscei i / lub nawrotéw po leczeniu
standardowg chemioterapig zwigkszajg potrzebg nowych, bardziej skutecznych metod leczenia. Kinazy
PIM od dawna uwazane s3 za potencjalny cel terapeutyczny w licznych nowotworach litych i
hematologicznych. Ulegajg nadekspresji w DLBCL, podczas gdy PIMI1 jest jednym z najczesciej
mutowanych genéw w tej chorobie, co sugeruje wazng funkcj¢ w DLBCL. Co wazne, PIM reguluja
kluczowe onkogeny chtoniaka, w tym MYC, a te dwa biatka regulujg ich poziomy w mechanizmie
sprzgzenia zwrotnego. Inne kluczowe i dos¢ scharakteryzowane funkcje onkogenne obejmuja:
translacje¢ bialek, transkrypcjg, metabolizm komérkowy, cykl komérkowy i apoptoze. Poza tymi
kanonicznymi funkcjami, epigenetyczna rola kinaz PIM zostala zidentyfikowana, ale bardzo stabo
scharakteryzowana. Do tej pory epigenetyczna rola PIM zostala wykazana dla pojedynczego locus.
Zatem badanie jego stabo opisanego dziatania moze ujawnié¢ inng patogenng role kinaz PIM w DLBCL
i zidentyfikowa¢ nowe mechanizmy dziatania inhibitor6w PIM, przyczyniajgc si¢ do projektowania
skuteczniejszych terapii DLBCL. Odkrycia przynosza istotne wnioski dla zrozumienia nie tylko biologii
PIM, ale takze patogenezy i wrazliwosci DLBCL, a takze roli H3S10ph w wykonywaniu funkcji
komérki i regulacji SE.

Doktorantka, w prowadzonej dyskusji nie chwali si¢ tylko sukcesami ale tez identyfikuje stabe
punkty pracy, a raczej jej ograniczenia. Wskazuje na brak badania rozktadu chromatyny H3S10ph i
PIM1 po hamowaniu PIM w ChIP-Seq, ktére ostatecznie potwierdzitoby role indukowanego przez PIM
H3S10ph we wzorcach epigenetycznych wzmacniacza i/lub promotora. Oceny poziomu i rozktadu
genomowego H3S10ph w ChIP-Seq byla niejednoznaczna, poniewaz jest to wszechobecny znak, ktory
nie tworzy charakterystycznych pikéw, a ten eksperyment wymaga dalszej optymalizacji. Wskazuje to
na dojrzatos¢ Doktorantki, wiarygodnosé i rzetelnos¢ prowadzonych badan. Co w mojej ocenie stawia
warto$¢ przeprowadzonych badan na najwyzszym miejsca podium.

Wyrazem powyzszych sa precyzyjne i w pelni zasadne wnioski zaproponowane przez
Doktorantke¢ podsumowujace powyzszg prace. Wnioski te sg jednoczesnie dowodem na zrealizowanie

w pelni przez Doktoranta celéw jego dysertacji.
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Podsumowujac, z pelnym przekonaniem uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Soni
Debek pod kazdym wzgledem spelnia wymogi stawiane takim dysertacjom. Stanowi ona samodzielne
i oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz wnosi nowe, wazne poznawczo dane na temat
zmiany epigenetyczne towarzyszace hamowaniu PIM, powigzalem je ze zmianami transkrypcyjnymi w
chtoniakach DLBCL.

Przygotowana dysertacja zostala w sposéb wlasciwy, zarowno pod wzgledem merytorycznym,
jak i edycyjnym. Drobne uwagi, jakie posiadam do przedstawionej pracy sa natury edytorskie;j.
Doktorantka nie ustrzegla si¢ kilku bledéw stylistycznych czy tez natury jezykowej. Kilka tych
drobnych uchybien stylistycznych i tzw. literdwek, ktore udalo mi si¢ zauwazy¢ nie ma istotnego
znaczenia dla jakosci i rangi pracy.

Niepodwazalne znaczenie dla wartoSci pracy — ktéora pod wzgledem merytorycznym
oceniam bardzo wysoko, miala by kontynuacja dalszych badan i poznanie proceséw
identyfikowanych przez Doktorantke jako uzupelniajacych i dopelniajacych calo$é. Tym
bardziej, Ze niniejsza praca przedstawia nowg, epigenetyczng funkcj¢ PIM. W ostatnich latach
epigenetyka przyciggnela uwage jako sila napedowa karcynogenezy DLBCL. Zatem
ukierunkowanie na szlaki epigenetyczne w leczeniu DLBCL jest obiecujagcym i nowatorskim
podejsciem. Ponadto Doktorantka udowodnila, ze wyczerpanie jednego PIM indukuje
kompensacyjna regulacj¢ w goére innych PIM, dlatego hamowanie wszystkich trzech PIM
powinno by¢ konieczne do osiggnigcia efektu terapeutycznego.

W podsumowaniu uwazam, ze praca doktorska mgr Soni Degbek zatytutowana ,,Odkrycie i
charakterystyka epigenetycznej funkcji kinaz PIM w rozlanym chloniaku z duzych komérek B”
Spelnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. 22018 r. poz. 1668 ze zm.),dla rozprawy na stopien doktora, ze wzglgdu na bardzo duzy
walor aplikacyjny, oraz nowatorski zwracam si¢ z wnioskiem do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
Uniwersytetu Medycznego w Warszawie o dopuszczenie mgr Sonie Mari¢ Debek do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Jednocze$nie wnioskuje o wyréznienie powyizszej pracy doktorskiej
stosowng nagrodg, ze wzgledu na zakres prowadzonych badan i ich unikalnos¢ w skali problemu,
kompleksowg analiz¢ badanego obszaru, rzetelnos¢ oceny danych, i analiz statystycznych oraz
niezaprzeczalnie duzy walor aplikacyjny.
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