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OCENA

ROZPRAWY NA STOPIEN DOKTORA NAUK MEDYCZNYCH I NAUK O
ZDROWIU W DYSCYPLINIE NAUKI MEDYCZNE

lek. Filipa Aleksandra Garbicza

zlozonej do

Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego

pt. "Rola kinaz PIM w komérkach nowotworowych
i mikrosrodowisku szpiczaka mnogiego”

Promotor: prof. dr hab. n. med. Przemyslaw Juszczynski

Szpiczak mnogi (plazmocytowy, MM) to nowotwor ukladu krwiotwérczego,
ktory wynika z niekontrolowanego namnazania sie nieprawidlowego klonu
komoérek plazmatycznych. Nowoczesne metody terapeutyczne, jak np. terapie
komorkami CAR-T, poprawiaja rokowanie, jednak choroba uznawana jest za
nieuleczalna. Lek. Filip Garbicz postawil sobie za cel analize ekspresji i funkcji
kinaz PIM zaréwno w komorkach szpiczakowych, jak i otaczajacej je niszy szpiku
kostnego. Cel pracy zostal wybrany bardzo zasadnie wpisujac sie w panel badan
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poszukujacych nowych celéw terapeutycznych mogacych byé wykorzystanymi w
terapii szpiczaka plazmocytowego.

Przedstawiona do recenzji rozprawa napisana jest w jezyku angielskim i ma
uklad typowy dla tego typu opracowan. Liczy 226 stron wydruku komputerowego,
w tym 28 tabel, 54 ryciny. Doktorant zacytowal 406 pozycji pismiennictwa
praktycznie w calosci anglojezycznego oraz w znacznym stopniu nie starszego niz
piec lat.

We Wstepie Autor przedstawil aktualny stan wiedzy dotyczacy epidemiologii,
etiopatogenezy, terapii MM oraz jego mikrosrodowiska uwzgledniajac role
poszczegdlnych populacji komérkowych w nim wystepujacych. Druga czesé wstepu
poswigcona jest kinazom PIM i ich fizjologicznym funkcjom oraz ich roli w
patogenezie i terapii nowotworéw hematoonkologicznych. Rozdzial ten nie budzi

zastrzezen ze strony Recenzenta.

Jako glowny cel pracy Doktorant wyznaczyl sobie zbadanie roli kinaz PIM
w komérkach szpiczaka mnogiego, analizujac ich wplyw zaréwno na zlosliwe
komdrki plazmatyczne, jak i otaczajace mikrosrodowisko, w szczegdlnosci komorki
srodblonka zwigzane z MM.

Jako cele szczegélowe zostaly wymienione:

¢ Okreslenie ekspresji i aktywacji kinaz PIM1, PIM2 i PIM3 w szpiczaku
plazmocytowym.

* Oceng zaleZnosci funkcji komérek szpiczaka od kinaz PIM.

¢ Scharakteryzowanie transkrypcyjnych i mechanistycznych
konsekwencji hamowania PIM.

e Zbadanie roli kinaz PIM w mikrosrodowisku zwigzanym z MM.

e Ocene potencjalu terapeutycznego hamowania kinaz PIM w
przedklinicznych modelach MM.
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W badaniach wykorzystano 31 linii komoérkowych oraz komérki szpiku
kostnego pozyskane od pacjentéw chorujacych na szpiczaka mnogiego oraz
zdrowych dawcéw. Dodatkowo linia JJN3 byla podawana modyfikacjom
genetycznym. Metody badawcze obejmowaly hodowle komérkowe, mikroskopie,
cytometri¢ przeplywowsa, sortowanie komorek, luminometri¢, Western-blot,
barwienia immunohistochemiczne, metody inZynierii genetycznej oraz metody
biologii molekularnej wlacznie ze sekwencjonowaniem. Dodatkowo prowadzono
takze badania w modelu mysim. Na podkreslenie zasluguje fakt, ze zastosowano
liczne i nowoczesne metody badawcze, ktére zostaly odpowiednio dobrane do
zalozonych celéw. Wybor metod wskazuje na wysoki poziom znajomosci metod
badawczych Doktoranta i wysoki poziom naukowy osrodka realizujacego projekt,
oraz zdolnosc¢ lek. Filipa Garbicza do projektowania badan naukowych.

Projekt uzyskal pozytywna opinie Komisji Bioetycznej przy Instytucie
Hematologii i Transfuzjologii - nr 43/2016, ktorej skan jest zalaczony do rozprawy.

Odpowiednik klasycznego rozdzialu Wyniki, stanowig dwa rozdzialy,
tj.: nFunctions of PIM kinases in multiple myeloma cells.” oraz ,Functions of PIM
kinases in MM microenvironment.”. W rozdzialach tych opisano wyniki
kompleksowych badan in vitro i in vivo dotyczacych ekspresji kinaz PIM w liniach
komoérkowych oraz komérkach pierwotnych, a takze wplyw inhibitoréw kinaz PIM
na zywotnosc i funkcje komérek MM oraz komérek endotelium. W mojej opinii
kluczowymi i nowatorskimi wynikami sg ocena ekspresji PIM1/2/3 za pomoca
mikromacierzy tkankowych w szpiku kostnym chorych na MM i zdrowych dawcéw.
Polaczenie wynikow badan in vitro z danymi klinicznymi pozwolilo na wykazanie,
2ze wysoka ekspresja PIM1, PIM2 i PIM3 koreluje z krotszym calkowitym czasem
przezycia (OS) i czasem przezycia wolnym od progresji choroby (PFS), a PIM2 i PIM3
pozostaja niezaleznymi predyktorami krotszego OS, nawet po dostosowaniu do
ustalonych czynnikéw ryzyka szpiczaka mnogiego. Wyniki badan in vitro i w modelu
mysim wskazaly, Zze MEN1703 jest najbardziej obiecujacym z przebadanych
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inhibitoréw kinaz PIM. Jednak jego istotny wplyw na komédrki MM moze si¢ wigzac
z efektem ,off-targef” i wplywem na inne kinazy. Badania nad biologig nowotworow
od dawna wskazuja, ze nowotwor zlosliwy nie moze byé rozpatrywany jedynie jako
skupisko komérek neoplastycznych wyizolowanych z otaczajgcych tkanek a jako
dynamiczne mikrosrodowisko, w ktorego sklad wchodza otaczajace go prawidlowe
komérki. Z tego powodu Doktorant podjal si¢ proby zbadania roli kinaz PIM
w mikrosrodowisku zwigzanym z komoérkami szpiczakowymi 1 skupil si¢ na
komérkach endotelialnych (EC). Autor potwierdzil wazna role kinaz PIM w
angiogenezie oraz innych funkcjach komérek s$rodblonka. MEN1703 poprzez
inhibicje kinaz PIM w komérkach EC oslabia ich korzystny wplyw na komérki
szpiczakowe. Jest to wynik wazny ze wzgledu na potencjal translacyjny,
wskazujacy, ze inhibitory kinaz PIM moga wplywaé nie tylko bezposrednio na
komoérki MM ale tez na otaczajace je mikrosrodowisko.

Rozdzial Wnioski (Conclusions) zostal przygotowany w formie opisowej
i w duzej mierze stanowi podsumowanie najistotniejszych wynikéw. Z kolei
w podrozdziale pt. _Impact®, Autor skupil si¢ na mozliwym praktycznym
wykorzystaniu otrzymanych wynikow, a w podrozdziale pt. ,Limitations” na
krytycznym spojrzeniu na badania wlasne i ich ograniczenia. W tym rozdziale
Doktorant przedstawil takze relatywnie krotka dyskusje wynikow. Bardzo ciekawie
przedstawia si¢ podrozdzial zatytulowany ,Outlook” przedstawiajacy mozliwosci
dalszych badan mogacych odpowiedzieé¢ na pytania badawcze, jakie Autor stawia
na podstawie dotychczasowych wynikéw, co wskazuje na dojrzaloéé¢ Doktoranta
jako naukowca i cheé¢ kontunuowania badan nad rolg kinaz PIM w patogenezie

i terapii szpiczaka mnogiego.

Doktorant wykazal si¢ doglebna 2najomoscia przedmiotu badan,
umiejetnoscia tzw. ,study design” oraz wspélpracy z innymi jednostkami
naukowymi krajowymi i zagranicznymi, zdolnoscig doglebnej analizy uzyskanych
wynikow i konfrontacji ich z aktualnym stanem wiedzy.
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Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spelnia wymagania
stawiane tego typu opracowaniom, a obszernoé¢ zaprezentowanych wynikoéw nawet
przekracza zwyczajowy poziom przyjety dla rozpraw doktorskich. Obowiazkiem
recenzenta jest jednak sformulowanie uwag krytycznych. Uwagi pozwole
pogrupowac¢ sobie na dotyczace strony edytorskiej pracy oraz jej zagadnien
metodologicznych i merytorycznych.

Uwagi dotyczace edytorskiej strony pracy, nie wplywajace w Zzaden sposob na jej

oceng merytoryczna;

v W przypadku rycin nr 1 i 5 brakuje wskazania czy zdjecia obrazujace
histopatologiczne cechy szpiczaka plazmocytowego pochodza ze Zrodel
wlasnych czy sg zaczerpnigte z innych zrodet,

v Niektore cytacje literatury (136, 217, 249, 328, 366) maja niepelny zapis np.
brak nazwy czasopisma lub roku publikacji,

Uwagi dotyczace metodyki i1 zagadnien merytorycznych:

v W swoich rozwazaniach na efektami ,off-target” MEN1703 Autor glownie
skupil sie¢ na mozliwych pozytywnych efektach tego zjawiska, dla pelnego
wgladu w to zagadnienie warto przedstawié takze mozliwe negatywne efekty
mogace niesé ograniczenia praktycznego zastosowania tego inhibitora PIM.

Podsumowujac, uwazam 2e przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy 2z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U, 2018 poz. 1668). Wnosze¢ do wysokiej Rady
Dyscypliny Nauki Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
o dopuszczenie lek. Filipa Aleksandra Garbicza do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesdnie ze wzgledu na kompleksowos¢ wykonanych badan oraz

obfitoé¢ uzyskanych danych empirycznych, nowoczesnosé zastosowanych metod,
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wysoki poziom naukowy oraz potencjal aplikacyiny otrzymanych wynikéw
wnioskuje o wyréznienie rozprawy.

Z wyrazami szacunku.

prof. drhab. n. med. in. o zdr. Jacek Ta barkiewicz
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OCENA

ROZPRAWY NA STOPIEN DOKTORA NAUK MEDYCZNYCH I NAUK O
ZDROWIU W DYSCYPLINIE NAUKI MEDYCZNE

lek. Filipa Aleksandra Garbicza

zlozonej do

Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego

pt. "Rola kinaz PIM w komérkach nowotworowych
i mikrosrodowisku szpiczaka mnogiego”

Promotor: prof. dr hab. n. med. Przemyslaw Juszczyhiski

Szpiczak mnogi (plazmocytowy, MM) to nowotwdr ukladu krwiotworczego,
ktory wynika z niekontrolowanego namnazania si¢ nieprawidlowego klonu
komoérek plazmatycznych. Nowoczesne metody terapeutyczne, jak np. terapie
komoérkami CAR-T, poprawiaja rokowanie, jednak choroba uznawana jest za
nieuleczalna. Lek. Filip Garbicz postawil sobie za cel analize ekspresji i funkcji
kinaz PIM zaréwno w komérkach szpiczakowych, jak i otaczajacej je niszy szpiku

kostnego. Cel pracy zostal wybrany bardzo zasadnie wpisujgac si¢ w panel badan
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poszukujacych nowych celéw terapeutycznych mogacych byé wykorzystanymi w
terapii szpiczaka plazmocytowego.

Przedstawiona do recenzji rozprawa napisana jest w jezyku angielskim i ma
uklad typowy dla tego typu opracowan. Liczy 226 stron wydruku komputerowego,
w tym 28 tabel, 54 ryciny. Doktorant zacytowal 406 pozycji pismiennictwa
praktycznie w calosci anglojezycznego oraz w znacznym stopniu nie starszego niz

pieé lat.

We Wstepie Autor przedstawil aktualny stan wiedzy dotyczacy epidemiologii,
etiopatogenezy, terapii MM oraz jego mikrosrodowiska uwzgledniajac rolg
poszczegdlnych populacji komérkowych w nim wystepujacych. Druga czesc wstepu
poéwigcona jest kinazom PIM i ich fizjologicznym funkcjom oraz ich roli w
patogenezie i terapii nowotworéw hematoonkologicznych. Rozdzial ten nie budzi
zastrzezen ze strony Recenzenta.

Jako glowny cel pracy Doktorant wyznaczy! sobie zbadanie roli kinaz PIM
w komérkach szpiczaka mnogiego, analizujac ich wplyw zaréwno na zloshwe
komérki plazmatyczne, jak i otaczajace mikrosrodowisko, w szczegolnosci komorki

srodblonka zwigzane z MM,
Jako cele szczegolowe zostaly wymienione:

e Okreslenie ekspresji i aktywacji kinaz PIM1, PIM2 i PIM3 w szpiczaku

plazmocytowym.
¢ Ocene zaleznoséci funkcji komorek szpiczaka od kinaz PIM.
¢ Scharakteryzowanie transkrypcyjnych i mechanistycznych

konsekwencji hamowania PIM.
e Zbadanie roli kinaz PIM w mikrosrodowisku zwigzanym z MM.
e Ocen¢ potencjalu terapeutycznego hamowania kinaz PIM w

przedklinicznych modelach MM.
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W badaniach wykorzystane 31 linii komoérkowych oraz komérki szpiku
kostnego pozyskane od pacjentéw chorujacych na szpiczaka mnogiego oraz
zdrowych dawcéw. Dodatkowo linia JJN3 byla podawana modyfikacjom
genetycznym. Metody badawcze obejmowaly hodowle komérkowe, mikroskopie,
cytometri¢ przeplywowa, sortowanie komorek, luminometrie, Western-blot,
barwienia immunohistochemiczne, metody inzZynierii genetycznej oraz metody
biologii molekularnej wlacznie ze sekwencjonowaniem. Dodatkowo prowadzono
takZze badania w modelu mysim. Na podkreslenie zasluguje fakt, ze zastosowano
liczne i nowoczesne metody badawcze, ktore zostaly odpowiednio dobrane do
zalozonych celéw. Wybor metod wskazuje na wysoki poziom znajomosci metod
badawczych Dcoktoranta i wysoki poziom naukowy osrodka realizujacego projekt,
oraz zdolnos¢ lek. Filipa Garbicza do projektowania badan naukowych.

Projekt uzyskal pozytywna opini¢ Komisji Bioetyczne) przy Instytucie
Hematologii i Transfuzjologii - nr 43 /2016, ktorej skan jest zalaczony do rozprawy.

Odpowiednik klasycznego rozdzialu Wryniki, stanowia dwa rozdzialy,
tj.: ,Functions of PIM kinases in multiple myeloma cells.” oraz ,Functions of PIM
kinases in MM microenvironment.”. W rozdzialach tych opisano wyniki
kompleksowych badan in vitro 1 in vivo dotyczacych ekspresji kinaz PIM w liniach
komorkowych oraz komorkach pierwotnych, a takze wplyw inhibitoréw kinaz PIM
na zywotnos¢ i funkcje komérek MM oraz komoérek endotelium. W mojej opinii
kluczowymi 1 nowatorskimi wynikami sa ocena ekspresji PIM1/2/3 za pomoca
mikromacierzy tkankowych w szpiku kostnym chorych na MM i zdrowych dawcéw.
Polaczenie wynikéw badan in vitro z danymi klinicznymi pozwolilo na wykazanie,
ze wysoka ekspresja PIM1, PIM2 i PIM3 koreluje z krotszym calkowitym czasem
przezycia (OS) i czasem przezycia wolnym od progresji choroby (PFS), a PIM2 i PIM3
pozostaja niezaleznymi predyktorami krotszego OS, nawet po dostosowaniu do
ustalonych czynnikéw ryzyka szpiczaka mnogiego. Wyniki badan in vitro i w modelu
mysim wskazaly, ze MEN1703 jest najbardziej obiecujacym 2z przebadanych
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inhibitoréw kinaz PIM. Jednak jego istotny wplyw na komérki MM moze si¢ wigzac
z efektem ,off-target” i wplywem na inne kinazy. Badania nad biologia nowotworéw
od dawna wskazuja, ze nowotwor zlosliwy nie moze by¢ rozpatrywany jedynie jako
skupisko komoérek neoplastycznych wyizolowanych z otaczajacych tkanek a jako
dynamiczne mikrosrodowisko, w ktorego sklad wchodza otaczajace go prawidlowe
komérki. Z tego powodu Doktorant podjal si¢ proby zbadania roli kinaz PIM
w mikrosrodowisku zwigzanym z komérkami szpiczakowymi i skupil si¢ na
komérkach endotelialnych (EC). Autor potwierdzil wazna rolg¢ kinaz PIM w
angiogenezie oraz innych funkcjach komoérek $rédblonka. MEN1703 poprzez
inhibicje kinaz PIM w komoérkach EC ostabia ich korzystny wplyw na komoérki
szpiczakowe. Jest to wynik wazny ze wzgledu na potencjal translacyjny,
wskazujacy, ze inhibitory kinaz PIM mogga wplywaé¢ nie tylko bezposrednio na
komoérki MM ale tez na otaczajace je mikrosrodowisko.

Rozdzial Wnioski (Conclusions) zostal przygotowany w formie opisowe]
i w duzej mierze stanowi podsumowanie najistotniejszych wynikow. Z kolei
w podrozdziale pt. . Jmpactf’, Autor skupil si¢ na mozliwym praktycznym
wykorzystaniu otrzymanych wynikéw, a w podrozdziale pt. ,Limitations” na
krytycznym spojrzeniu na badania wiasne i ich ograniczenia. W tym rozdziale
Doktorant przedstawil takze relatywnie krotka dyskusje wynikéw. Bardzo ciekawie
przedstawia si¢ podrozdzial zatytulowany ,Outlook”™ przedstawiajacy mozliwosci
dalszych badan mogacych odpowiedzieé na pytania badawcze, jakie Autor stawia
na podstawie dotychczasowych wynikow, co wskazuje na dojrzalos¢ Doktoranta
jako naukowca i cheé kontunuowania badan nad rola kinaz PIM w patogenezie
i terapii szpiczaka mnogiego.

Doktorant wykazal sie doglebng 2znajomoscia przedmiotu badan,
umiejetnoscia tzw. ,study design” oraz wspélpracy z innymi jednostkami
naukowymi krajowymi i zagranicznymi, zdolnoscig dogl¢bnej analizy uzyskanych
wynikéw i konfrontacji ich z aktualnym stanem wiedzy.
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Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spelnia wymagania
stawiane tego typu opracowaniom, a obszernosc zaprezentowanych wynikéw nawet
przekracza zwyczajowy poziom przyjety dla rozpraw doktorskich. Obowiazkiem
recenzenta jest jednak sformulowanie uwag krytycznych. Uwagi pozwole
pogrupowac¢ sobie na dotyczace strony edytorskiej pracy oraz jej zagadnien
metodologicznych i merytorycznych.

Uwagi dotyczace edytorskiej strony pracy, nie wplywajace w zaden sposob na jej

oceng merytoryczna:

v" W przypadku rycin nr 1 i 5 brakuje wskazania czy zdjecia obrazujace
histopatologiczne cechy szpiczaka plazmocytowego pochodza ze zZrddel
wilasnych czy sa zaczerpniete z innych Zréodel,

v Niektore cytacje literatury (136, 217, 249, 328, 366) majg niepelny zapis np.
brak nazwy czasopisma lub roku publikacji,

Uwagi dotyczace metodyki i zagadnien merytorycznych:

v W swoich rozwazaniach na efektami ,off-target™ MEN1703 Autor gléwnie
skupil si¢ na mozliwych pozytywnych efektach tego zjawiska, dla pelnego
wgladu w to zagadnienie warto przedstawié¢ takze mozliwe negatywne efekty
mogace nies¢ ograniczenia praktycznego zastosowania tego inhibitora PIM.

Podsumowujgc, uwazam ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
speinia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Wnosze do wysckiej Rady
Dyscypliny Nauki Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
o dopuszczenie lek. Filipa Aleksandra Garbicza do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Jednoczeénie ze wzgledu na kompleksowosé wykonanych badan oraz

obfitosé uzyskanych danych empirycznych, nowoczesnosé zastosowanych metod,
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wysoki poziom naukowy oraz potencjal aplikacyjny otrzymanych wynikéw
wnioskuje o wyroZnienie rozprawy.



