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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Sonii Marii Debek pt.
»Discovery and Characterisation of the Epigenetic Function of PIM

Kinases in Diffuse Large B-Cell Lymphoma”

Celem przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej jest okreslenie roli kinaz
tyrozynowych PIM w epigenetycznej regulacji ekspresji genéw i ich znaczenia w proliferacji
i zywotnosci komorek nowotworowych w chioniaku rozlanym z duzych limfocytow B (ang.
DLBCL). Cel ten doktorantka realizowata poprzez inhibicj¢ kinaz PIM w liniach
komérkowych DLBCL i badanie nastgpstw inhibicji na trzech poziomach: na poziomie
chromatyny, na poziomie globalnej ekspresji genéw oraz na poziomie komdrkowym.
Recenzowana rozprawa bardzo dobrze wpisuje si¢ w nurt badan prowadzonych w instytucie,
w ktorym pracuje doktorantka. Jest ich logiczng kontynuacjg jak réwniez inspiruje kolezanki i
kolegéw z zespotu do stawiania dalszych pytan, ktére w sposob naturalny powstaly podczas
realizacji rozprawy. Doktorantka stawia trafng hipoteze, Ze inhibicja badanych kinaz PIM
bedzie skutkowa¢ zaburzeniem homeostazy epigenetycznej, ktora pociagnie za sobg globalng
deregulacje genéw a w konsekwencji wplynie negatywnie na zywotno$¢ komorek
nowotworowych. Doktorantka zakiada, ze potwierdzenie stawianej hipotezy moze stanowi¢
istotny argument za wiaczeniem tej grupy inhibitorow do terapii pacjentow z DLBCL

charakteryzujacych si¢ nadekspresja PIM.



Niewatpliwie stawiana hipoteza, jak i cata rozprawa doktorska, wpisuje si¢ w bardzo
istotny nurt badan w obrebie genetyki chloniakéw, mianowicie w poszukiwanie nowych,
molekularnych celéw terapii a co za tym idzie, terapii zindywidualizowanej. Nalezy
podkresli¢, ze tego typu badania poszerzaja takze naszg wiedz¢ z obszaru badan
podstawowych w biologii molekularnej. Wybdr przedmiotu badan jest tez niewatpliwie trafny
z przyczyn epidemiologicznych. DLBCL to najczestszy chtoniak nieziarniczy na $wiecie o
bardzo agresywnym przebiegu. Stad wybor tematyki rozprawy jest trafny co jest zastuga

samej doktorantki jak Pana i Pani promotor.

Przygotowana przez Panig mgr Soni¢ Debek rozprawa doktorska liczy 125 stron i jest
podzielona w sposob klasyczny na wstep, cel badan, materialy i metody, wyniki oraz dyskusje.
Calo$¢ rozpoczynajg streszczenia przygotowane w jezyku polskim i angielskim oraz spisy
odpowiednio: tresci, rycin i tabel oraz stosowanych skrétéw. Rozprawe konczy za$ rozdziat
poswiecony wnioskom oraz spis dobrze dobranej i aktualnej, cytowanej literatury zawierajacy
207 pozycji. Chcialbym jedynie zwroci¢ uwage, ze tytul w streszczeniu polskim nieznacznie
odbiega od brzmienia tytulu w jezyku angielskim co uznaj¢ za drobne potknigcie w
tlumaczeniu.

Chcialbym troche wiecej uwagi poswieci¢ wstgpowi rozprawy. Jest on moim zdaniem
znakomity. Jest napisany pieknym a zarazem bardzo klarownym, naukowym jezykiem
angielskim co sprawilo, ze z przyjemnos$cig czytalem kolejne rozdzialy. Pod wzgledem
merytorycznym dostarcza on w pelni niezbednej wiedzy dla zrozumienia dalszych czgsci
rozprawy. Wstep jest zarazem $wiadectwem doglebnej znajomosci przedmiotu przez
doktorantke, ktéra w precyzyjny sposdb przedstawia przekonujace argumenty za stawiang
tezg o roli PIM w patogenezie DLBCL i znaczeniu wyciszenia tej grupy kinaz. Tym samym
stwierdzam, ze rozprawa doktorska w pelni prezentuje bardzo dobra, ogélng wiedz¢
teoretyczng doktorantki w dyscyplinie nauki medyczne.

Do tej czgsci rozprawy mam jedynie kilka drobnych uwag. Na str. 13 doktorantka
stwierdza ,,Analiza zasugerowala...” fadniej brzmiatoby ,,Wyniki analizy sugeruja...”; na str.
16 zabraklo statystyk dotyczacych DLBCL dia Unii Europejskiej. Mam réwniez zastrzezenia
do ryciny 1.1, ktéra ma zbyt niskg rozdzielczo$¢. Sa to jednak drobiazgi nie zmieniajgce nic w

mojej bardzo wysokiej ocenie wstgpu rozprawy.

Takze rozdzial poswiecony materialom i metodom jest przygotowany starannie i
zawiera wszystkie niezbedne informacje umozliwiajace przesledzenie prowadzonych

eksperymentow. Dobrym pomystem jest podzial tej czgsci rozprawy na typy stosowanych
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metod, ktéry uporzadkowat przedstawione opisy. Ponadto rozdzial ten jest zaopatrzony w
bardzo informatywng rycing 3.3. Co istotne, ta czg$¢ rozprawy jest zarazem dowodem na
bardzo szeroka game technik biologii molekularnej i komdrkowej jaka dysponuje doktorantka.
Sg to aktualne i zaawansowane techniki inzynierii genetycznej, odpowiednio dobrane do
stawianych w rozprawie pytan badawczych. Przeprowadzane eksperymenty z
wykorzystaniem opisanych w rozprawie technik sg zaprojektowane poprawnie. Tym samym
stwierdzam, ze rozprawa doktorska w pelni wykazuje umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej przez doktorantke.

Mam jednak kilka uwag do tej czgsci rozprawy. W badaniach przy uzyciu real-time
PCR stosowano jeden gen referencyjny (GAPDH) natomiast zlotym standardem jest
stosowanie dwdch gendw referencyjnych. Na str. 61 odnosnik ,, Table 3.5” przekierowuje do
niewlasciwej tabeli. Natomiast w podrozdziale 3.3.3.1 na str. 62, odnoszacym si¢ do badania
ekspresji genow metoda mikromacierzows, dalsza informacja dotyczgca obrébki
bioinformatycznej sugeruje analiz¢ danych uzyskanych technika RNA_seq. Ponadto, w
omawianym rozdziale brakuje informacji o uzyskaniu stosownych zgéd na prowadzenie
badan z uzyciem GMM. Zastanowilem si¢ takze nad informacja podang w tekscie, ze w
badaniach stosowano mrozony uprzednio supernatant z lentiwirusem. Che¢tnie przedyskutuj¢ z
doktorantkg te kwestie podczas obrony poniewaz z obserwacji poczynionych w mojej grupie
wynika, ze mrozenie supernatantu zawierajacego czasteczki wirusa moze negatywnie

wplywaé na wydajnos¢ transdukgji.

Z duzym zainteresowaniem przeczytalem takze czg$¢ rozprawy poswigcong wynikom.
Podobnie jak wczesniejsze czgsci jest ona napisana bardzo dobrze oraz przedstawia wiele
niezwykle istotnych odkryé. Szczegélnie ciekawe sa chociazby wyniki dotyczace lokalizacji
subkomoérkowej biatek PIM, dostarczajace istotnych informacji na temat ich funkcjonowania
w komorce. Precyzyjne wyjasnienie funkcji PIM dostarczyly z kolei analizy zmian
epigenetycznych po inhibicji pan-PIM oraz globalna analiza ekspresji genéw. Uzyskane przez
doktorantke wyniki pozwolily na okreslenie szlakéw sygnalowych deregulowanych po
inhibicji i tym samym okreslenie roli kinaz PIM w regulacji ekspresji genéw zaangazowanych
w takie procesy jak metabolizm DNA czy naprawg DNA. Waznym odkryciem rzucajagcym
$wiatto na regulacje ekspresji genéw w komoérkach cztowieka niezaleznie od badanego
modelu jest rowniez wskazanie na powigzanie PIM z funkcjonowaniem super enhanceréw.

Chcialbym podkresli¢ duzg dojrzalos¢ naukows doktorantki, ktéra nie unika
przedstawienia takze wynikéw negatywnych czy niepowodzenia w przeprowadzeniu

niektorych eksperymentow, co jest przeciez czgscia naszej pracy. Czytajac omawiany rozdziat
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z wielkg satysfakcjg przyjmowalem fakt, ze czgsto przychodzila mi do glowy mysl, ze
nalezatoby teraz przeprowadzi¢ tak a taki eksperyment aby jeszcze lepiej wyjasni¢ dany
problem badawczy po czym znajdywatem dokladnie taki eksperyment w dalszej czg¢sci pracy.
Warto takze zwroci¢ uwage na powtarzalno$é otrzymywanych przez doktorantke wynikoéw
czy to w testach proliferacji czy w analizach wysokoprzepustowych linii komoérkowych.
Swiadczy to o bardzo dobrym warsztacie eksperymentalnym Pani Debek.

Po stronie uchybien, ktére nie rzutujg na moja bardzo wysoka oceng tego rozdziatu
chcialbym wymienié brak przedstawienia wyciszenia PIM1 konstruktem shRNA w formie
ilosciowej a takze brak potwierdzenia przeprowadzonej mutagenezy kierunkowej poprzez
pokazanie wynikow sekwencjonowania (podrozdzial 4.5). Ponadto na rycinic 4.8 D
wyrdznitbym takze wzbogacenie w geny warunkujace stan zapalny w tym NF«B,
funkcjonalnie powigzane z patogeneza chioniakow. Z drobiazgdéw chcialbym takze zwréci¢
uwage na poprawng pisowni¢ ,, Western blot” — z wielkiej litery. Jako osoba wywodzaca si¢ z
zakladu zajmujacego si¢ pierwotnie procesami mutagenezy zadaj¢ sobie takze pytanie czy
zwiekszony poziom uszkodzenh DNA zaobserwowany przez doktorantk¢ posrednio, poprzez
obecno$¢ markera YH2AX (podrozdzialt 4.9) bylby takze obserwowalny w klasycznych
testach uszkodzen DNA typu comet assay?

Podsumowujgc t¢ cze§¢ recenzowanej rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze

stanowi ona oryginalne rozwiazanie stawianego problemu naukowego.

Nie mam takze wickszych uwag do dyskusji uzyskanych wynikéw badan. Jest ona
napisana w sposob bardzo dobry, doktorantka dyskutuje uzyskane wyniki w $wietle literatury
przedmiotu. Co wazne omawiane sg wyniki zgodne ze stawiang hipoteza jak i te odbiegajgce
od wstepnych zatozen.

Calo$¢ rozprawy koncza wnioski, ktore dobrze odnosza si¢ do postawionych celow i
odpowiadajg na najwazniejsze pytania naukowe sformulowane w rozprawie. Bardzo istotne sg
takze konkluzje dotyczgce znaczenia inhibicji kinaz PIM w terapii DLBCL — sg to wnioski o
istotnym znaczeniu klinicznym. Tym samym doktorantka w bardzo umiejetny sposob
przelozyla niezwykle ciekawe wyniki badafn podstawowych na praktyke kliniczng co
zasluguje na szczegdlne uznanie. Do tej czesci pracy mam tylko jedng uwage. Jednym z
celéw pracy bylo okreslenie roli PIM w przezyciu i proliferacji komorek DLBCL natomiast w
punkcie 4 wnioskéw doktorantka odnosi sie szczegdtowo do H3S10ph a nie do PIM co jest
skrotem myslowym. Ponadto okreslenie ,participates” nie jest precyzyjne i powinno by¢
zastgpione konkretnym stwierdzeniem czy inhibicja PIM ma dzialanie pro czy anty

proliferacyjne.



Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Sonii Marii Debek jest
praca niezwykle ciekawa, napisang pigknym je¢zykiem i bardzo starannie zredagowana,
wykonang nowoczesnymi i dobrze zaprojektowanymi eksperymentami. Co istotne, jest to
rozprawa wnoszgca zar6wno do nauk podstawowych obszaru genetyki nowotwordw jak i
moggca mie¢ wplyw na stosowang terapi¢ DLBCL.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, Ze rozprawa doktorska przygotowana
przez mgr Soni¢ Mari¢ D¢bek spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Ponadto, ze
wzgledu na znaczace wklad jaki rozprawa wnosi w rozumienie patogenezy DLBCL a
takze jej znaczenie dla poprawy terapii tej choroby wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauk
Medycznych WUM o wyroéznienie rozprawy.
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