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Celem przedstawiongj mi do recenzji rozprawy doktorskie) jest okredlenie roli kinaz
yrozynowych PIM w epigenetycznej regulacji ekspresji gendw i ich znaczenia w proliferacyi
i zywotnodei komérek nowotworowych w chloniaku rozlanym 2z duzych limfocytow B (ang.
DLBCL). Cel ten doktorantka realizowala poprzez inhibicjg kinaz PIM w liniach
komérkowych DLBCL i badanie nastgpstw inhibicji na trzech poziomach: na poziomie
chromatyny, na poziomie globalng] ekspresii gendw oraz na poziomie komodrkowym.
Recenzowana rozprawa bardzo dobrze wpisuje si¢ w nurt badan prowadzonych w instytucie,
w ktorym pracuje doktorantka. Jest ich logiczna kontynuacjq jak rdwniez inspiruje kolezanki i
kolegdw z zespohu do stawiania dalszych pytan, kidre w sposob naturalny powstaly podczas
realizacji rozprawy. Doktorantka stawia trafng hipoteze, 2¢ inhibicja badanych kinaz PIM
bedzie skutkowaé zaburzeniem homeostary epigenetycznej, kidra pociggnic za sobg globalng
deregulacie gendw a w konsekwencji wplynie ncgatywnie na Zywotnosé komorek
nowotworowych. Doktorantka zaklada, #e potwierdzenie stawianej hipotezy moze stanowic
istotny argument za wigczeniem tej grupy inhibitordw do terapii pacjentow z DLBCL
charakteryzujgcych sig nadekspresjg PIM.



Niewgtpliwie stawiana hipoteza, jak i cata rozprawa doktorska, wpisuje si¢ w bardzo
istotny nurt badan w obrgbie genetyki chioniakow, mianowicie w poszukiwanie nowych,
molekulamych celdw terapii a co za tym idzie, terapii zindywidualizowanej. Nalezy
podkreslié, ze tego typu badania poszerzaja takze naszg wiedzg z obszaru badan
podstawowych w biologii molekularmej. Wybdr przedmiotu badan jest tez niewgipliwie trafny
z preyczyn epidemiologicznych. DLBCL 1o najczestszy chioniak nieziarniczy na swiecie o
bardzo agresywnym przebiegu. Stad wybdr tematyki rozprawy jest trafny co jest zastugy
samej doktorantki jak Pana i Pani promotor.

Przypotowana przez Pania mgr Sonig Debek rozprawa doktorska liczy 125 stron i jest
podzielona w spostb klasyczny na wsigp, cel badanh, materialy i| metody, wyniki oraz dyskusje.
Calos¢ rozpoczynajg streszczenia przygotowane w jezyku polskim i angielskim oraz spisy
odpowiednio: tresci, rycin i tabel oraz stosowanych skrdtdw. Rozprawe koficzy zad rozdzial
podwigcony wnioskom oraz spis dobrze dobranej i akivalnej, cytowane) literatury zawierajgcy
207 pozycji. Cheialbym jedynie zwricié uwage, Fe tytul w streszczeniu polskim nieznaczmie
odbiega od brzmienia tytulu w jezyku angielskim co uznaj¢ za drobne potknigcie w
thumaczeniu,

Cheialbym trochg wigcej uwagi poswigcié wstgpowi rozprawy. Jest on moim zdaniem
znakomily. Jest napisany picknym a zarazem bardzo klarownym, naukowym jezykiem
angielskim co sprawilo, ze z przyjemnodcig czytalem kolejne rozdriaty. Pod wzgledem
merytorycznym dostarcza on w pelni niezbednej wiedzy dla zrozumienia dalszych czgsci
rozprawy. Wstep jest zarazem swiadectwem doglebnej znajomosci przedmiotu preez
doktorantke, kibra w precyzyjny sposdb przedstawia przekonujace argumenty za stawiang
teza o roli PIM w patogenezie DLBCL | znaczeniu wyciszenia tej grupy kinaz. Tym samym
stwierdzam, #e rozprawa dokiorska w pelni prezentuje bardzo dobry, ogdlng wiedzg
teoretyczng doktorantki w dyscyplinie nauki medyczne.

Do tej czesci rozprawy mam jedynie kilka drobnych uwag. Ma str. 13 doktorantka
stwierdza , Analiza zasugerowala...” ladniej brzmialoby . Wyniki analizy sugerujs...”; na str.
16 zabraklo statystyk dotyczacych DLBCL dla Unii Europejskiej. Mam rdwniez zastrzeZenia
do ryciny 1.1, ktéra ma zbyt niskg rozdzielczodé. Sa to jednak drobiazgi nie zmieniajgce nic w
mojej bardzo wysokic] ocenie wsigpu rozprawy.

Takie rozdzial poswigcony materialom i metodom jest przygotowany starannie i
zawiera wszystkie niezbedne informacje umozliwiajgce przesledzenie prowadzonych
eksperymentow. Dobrym pomystem jest podzial ) czgéci rozprawy na typy stosowanych
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metod, ktory uporzadkowal przedstawione opisy. Ponadio rozdzial ten jest zsopatrzony w
bardzo informatywng rycing 3.3. Co istotne, ta czedéé rozprawy jest zarazem dowodem na
bardzo szeroks gameg technik biologii molekularnej | komdrkowej jaka dysponuje doktorantka.
Sa to akiualne | zaawansowane techniki inZynierii genetycznej, odpowiednio dobrane do
stawianych w rozprawie pytan badawczych. Przeprowadzane cksperymenty =z
wykorzystaniem opisanych w rozprawic technik s§ zaprojekiowane poprawnie. Tym samym
stwierdzam, #e rozprawa doktorska w pelni wykazuje umiejetnosé samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej przez dokioranike.

Mam jednak kilka uwag do tej czgsci rozprawy. W badaniach przy uiyciu real-time
PCR stiosowano jeden gen referencyjny (GAPDH) natomiast zlotym standardem jest
stosowanie dwoch gendw referencyjnych. Na sir. 61 odnodnik , Table 3.5" przekierowuje do
niewladciwej tabeli. Natomiast w podrozdziale 3.3.3.1 na str. 62, odnoszacym si¢ do badania
ckspresji gendw metody mikromacierzowy, dalsza  informacja dotyczaca obrdbki
bicinformatycznej sugeruje amalize danych uzyskanych technikg RNA_seq. Ponadto, w
omawianym rozdziale brakuje informacji o uzyskaniu stosownych zgdd na prowadzenie
badaf z uzyciem GMM. Zastanowilem si¢ take nad informacjs podang w tekscie, 2e w
badaniach stosowano mrozony uprzednio supematant z lentiwirusem. Chetnie przedyskutuje z
doktorantka t¢ kwestic podczas obrony poniewaz z obserwacji poczynionych w moje) grupie
wynika, 2¢ mroZenie supernatantu zawierajgcego crgsteczki wirusa moZe negatywnie
wplywad na wydajnodé transdukeji.

Z duzym zainteresowaniem przeczytalem takze czgdd rozprawy poswigcong wynikom.
Podobnie jak wezedniejsze czedci jest ona napisana bardzo dobrze oraz przedstawia wicle
niezwykle istotnych odkryé. Szczegolnie cickawe s chociazby wyniki dotyczace lokalizacy
subkomdrkowej bialek PIM, dostarczajgce 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 gendw. Uzyskane przez
doktorantke wyniki pozwolity na okredlenie szlakéw sygnatowych dercgulowanych po
inhibicji i tym samym okredlenie roli kinaz PIM w regulacji ckspresji gendw zaangakowanych
w takie procesy jak metabolizm DNA czy naprawe DNA. Waznym odkryciem rzucajgcym
swiatlo na regulacje ekspresji gendow w komdrkach czlowieka niczaleinic od badanego
modelu jest rdwnie wskazanie na powigzanie PIM z funkcjonowaniem super enhancerw.

Chcialbym podkresli¢ duza dojrzalosé naukows doktorantki, kidra nie unika
przedstawicnia takie wynikéw negatywnych czy niepowodzenia w przeprowadzeniu
niektorych eksperymentdw, co jest przecie cagdcig naszej pracy. Czytajgc omawiany rozdzial
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z wielky satysfakcjg przyjmowalem fakt, ze cazgsto przychodzila mi do glowy mysl, ze
nalezaloby teraz przeprowadzi¢ tak a taki eksperyment aby jeszcze lepie) wyjasmic dany
problem badawczy po czym znajdywalem dokiadnie taki eksperyment w dalszej cz¢sci pracy.
Warto takze zwrocié uwage na powtarzalnos¢ otreymywanych przez dokiorantkg wynikdw
czy to w testach proliferacji czy w analizach wysokoprzepustowych linii komdrkowych.
Swiadczy to o bardzo dobrym warsztacie eksperymentalnym Pani Debek.

Po stronie uchybief, kidre nie rzufujg na mojg bardzo wysoks oceng lego rozdzialu
chcialbym wymienié¢ brak przedstawicnia wyciszenia PIM1 konstrukiem shRNA w formie
ilosciowej a takie brak potwierdzenia przeprowadzonej mutagenezy kicrunkowe) poprzez
pokazanie wynikéw sekwencjonowania (podrozdzial 4.5). Ponadio na rycinie 48 D
wyrdznitbym takie wzbogacenie w geny warunkujgce stan zapalny w tym NFxB,
funkcjonalnie powiazane z patogenezy chioniakdw. Z drobiazgdw cheiatbym takze zwricié
uwage na poprawng pisownig , Western blot” — z wielkiej litery. Jako osoba wywodzaca sig z
zakladu zajmujacego sie pierwotnie procesami mutagenezy zadajg sobic takie pylanie czy
zwigkszony poziom uszkodzen DNA zaobserwowany przez doktorantkg podrednio, poprzez
obecnodé markera YH2AX (podrozdzial 4.9) bylby tak?e obserwowalny w klasycznych
testach uszkodzen DNA typu come! assay?

Podsumowujge t¢ czedd recenrowanej rozprawy doktorskiej stwierdzam, e
stanowi ona oryginalne rozwiazanie stawianego problemu naukowego.

Nie mam takize wigkszych uwag do dyskusji uzyskanych wynikéw badan. Jest ona
napisana w sposob bardzo dobry, doktorantka dyskutuje uzyskane wyniki w swietle literatury
przedmiotu. Co wazne omawiane s3 wyniki zgodne ze stawiang hipotezg jak i te odbiegajace
od wstepnych zaloZen.

Calosé rozprawy koncza wnioski, ktdre dobrze odnosza sie do postawionych celdw |
odpowiadaja na najwazniejsze pytania naukowe sformulowane w rozprawie, Bardzo istotne sg
takze konkluzje dotyczgee znaczenia inhibicji kinaz PIM w terapii DLBCL - sq to wnioski o
istotnym znaczeniu kliniczenym. Tym samym doklorantka w bardzo umiejgtny sposéb
przelozyla niezwykle ciekawe wyniki badaf podstawowych na praktyke kliniczng co
zastuguje na szczegdlne uznanie. Do tej czgéci pracy mam tylko jedng uwage. Jednym z
celow pracy bylo okredlenie roli PIM w przezyciu i proliferacji komdrek DLBCL natomiast w
punkcie 4 wnioskdw doktorantka odnosi si¢ szczegdtowo do H3510ph a nie do PIM co jest
skrotem myslowym. Ponadto okredlenie participates™ nie jest precyzyjne 1 powinno by
zastapione konkretnym stwierdzeniem czy inhibicja PIM ma dzalanie pro czy anty
proliferacyjne.



Podsumowujac stwierdzam, 2e rozprawa doktorska Pani mgr Sonii Marii Debek jest
pracy niezwykle ciekawsy, napisang picknym jezykiem | bardzo starannie zredagowang,
wykonang nowoczesnymi | dobrze zaprojekiowanymi eksperymentami. Co istotne, jest 1o
rozprawa wnoszaca zardwno do nauk podstawowych obszaru genetyki nowotwordw jak i
moggca mied wplyw na stosowang terapi¢ DLBCL.

Z pelnym prrckonaniem stwierdzam, #e¢ rozprawa doktorska przygotowana
przez mgr Soni¢ Marig Dgbek spelnia warunki okreflone w art. 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wykszym i nawce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Ponadto, ze
wigl¢du na znaczgee whilad jaki rozprawa wnosi w rozumienle patogenezy DLBCL a
takde jej znaczenie dla poprawy terapii tej choroby wnoszg¢ do Rady Dyscypliny Nauk
Medycenych WUM o wyrddnienie rozprawy.

Maciey Giefing






