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Recenzja pracy doktorskiej

pt. .Rola kinaz PIM w komérkach nowotworowych i mikro$rodowisku szpiczaka mnogiego”
wykonang przez lekarza medycyny Filipa Aleksandra Garbicza w Instytucie Hematologii |
Transfuzjologii. Zaklad Hematologii Eksperymentalnej w Warszawie, promotor dysertacji prof. dr hab,
n. med. Przemyslaw Juszczynski.

Niniejsza rozprawa doktorska zostala zrealizowana w ramach Grantu Diamentowego
(0071/D1A/2016/45) przyznanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, Grantu
PRELUDIUM (2018/31/N/NZ5/03214) oraz Grantu ExCELLent. edycja 2022, wspieranego przez
PBKM S.A. FamiCord Group. Autor otrzymal dofinansowanie w postaci grantow ETIUDA
(2020/36/T/NZ5/00610) i OPUS (2019/35/B/NZ5/02824) Narodowego Centrum Nauki, Stypendium
dla Wybitnych Mlodych Naukoweow (SMN/16/1824/2020) Ministerstwa Edukacji Narodowej i Nauki,
Projektu TEAM POIR.04.04,00-00-5C84/17-00 i Projekiu TEAM-NET POIR.04.04.00-00-16ED/18
Fundacji na rzecz Nauki Polskiej.

Szpiczak mnogi (MM) to nowotwor hematologiczny charakteryzujgcy si¢ gromadzeniem
klonainej populacji komérek plazmatycznych w szpiku kostnym. Jest to drugi najczesciej wystgpujgey
nowotwér krwi po chloniaku nieziarniczym. Chociaz choroba atakuje glownie szpik kostny,
zaawansowany MM moze rozprzestrzeniac sig do krwi obwodowej, tkanek miekkich i narzgdow. MM
nalezy do szerszej grupy dyskrazji komorek plazmatycznych, terminu obejmujacego spektrum standéw
zwigzanych z komorkami plazmatycznymi, w tym samotnego plazmocytoma koéci, plazmocytoma
pozakostnego . amyloidozy lancuchow lekkich . monoklonalnych choréb odkladania si¢ tahcuchow
lekkich i cigzkich, szpiczaka osteosklerotycznego i samego MM. Cechg charakterystyczng szpiczaka
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mnogiego jest produkcja monoklonalnej immunoglobuliny (biatka M) przez zlosliwe komérki
plazmatyczne. Objawy kliniczne MM wynikajg zaréwno ze skutkéw bialka monoklonalnego, jak i
zlodliwych komorek plazmatycznych, co prowadzi do hiperkalcemii, dysfunkcji nerek, anemii i choréb
kosci z uszkodzeniami litycznymi lub zlamaniami patologicznymi, zbiorczo znanymi jako kryteria
CRAB (podwyzszone st¢zenie wapnia, niewydolno$¢ nerek, anemia i uszkodzenia kosci). Tradycyjnie
leczenie MM rozpoczynano w momencie wykrycia objawow CRAB. Jednak wraz z odkryciem
biomarkeréw. kiore identyfikujg wysokie ryzyko postepu choroby, kryteria diagnostyczne zostaly
zaktualizowane. aby umozliwi¢ wezedniejsze rozpoczecie leczenia w niektorych przypadkach. W ciggu
ostatniej dekady poczyniono znaczne postgpy W zrozumieniu i leczeniu dyskrazji komérek
plazmatycznych, w tym w zakresie biologii choroby. opracowaniu skuteczniejszych terapii oraz
badaniach genomicznych, kidre ujawnily, z¢ MM stanowi spektrum choréb o wspdlnym obrazie
klinicznym. Pomimo tych post¢pow, nadal potrzebne sq nowe strategie leczenia ukierunkowane na
podatnoéé na MM, aby poprawi¢ wyniki leczenia i przeksztalci¢ MM z choroby kiérg mozna leczy¢, w
chorobe ktdra mozna wyleczyd.

MM zazwycza) objawia si¢ objawami klinicznymi przypisywanymi infiltracji szpiku kostnego
przez aberracyjne komorki plazmatyczne | wynikajgce z tego zaburzenie prawidlowej hematopoezy lub
uszkodzenie narzgdow docelowych. To ostatnie objawia si¢ dysfunkcjy nerek, zmianami
osteolitycznymi, hiperkalcemia i uposledzeniem funkcji immunologicznych. Jednak u niekiérych
pacjentow nie wystepujg ani objawy, ani jawne uszkodzenia narzgdow docelowych i czgsto diagnozuje
sie je przypadkowo na podstawie wynikow badan laboratoryjnych lub radiologicznych uzyskanych
podeczas rutynowych badan w kierunku innych schorzen. W niektérych przypadkach obraz kliniczny
moze byé powiklany odkladaniem si¢ paraprotein w narzadach takich jak serce, nerki lub ukiad
nerwowy, w postaci ztogow laricuchéw lekkich, amyloidu lub fancuchéw cigzkich. Pierwsze objawy
mogy roéwniez wynikaé z dziatania cytokin wydzielanych przez MM, takich jak IL-6 lub czynnik
wzrostu $rodblonka naczyniowego (VEGF). Pacjenci z MM czgsto doswiadczajg objawdw
podsumowanych akronimem CRAB: hiperkalcemia. dysfunkcja nerek, niedokrwistos¢ i zmiany kostne.
Jednak we wezesnych stadiach choroba czesto nie daje zadnych objawéw, co moze opozni¢
rozpoznanie. Kryteria diagnostyczne obejmujg obecnosé bialka monoklonalnego we krwi lub moczu,
ponad 10% kionalnych komérek plazmatycznych w szpiku kostnym oraz oznaki uszkodzenia narzadow

docelowych. Zaawansowane techniki obrazowania, takie jak MRI (obrazowanie metodg rezonansu
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magnetycznego) i PET-CT (pozytonowa tomografia emisyjna/tomografia komputerowa), wraz z

biopsjg szpiku kostnego, sa niezbgdne do prawidlowego okreélenia stopnia zaawansowania choroby.
Niniejsza praca doktorska jest zgodna z zaktualizowanymi kryteriami Miedzynarodowej Grupy
Roboczej ds. Szpiczaka (IMWG) dotyczacymi diagnozowania MM.

W ciggu ostatnich dwoch dekad opcje leczenia MM znacznie sie poszerzyly, wykraczajac poza
tradycyjna chemioterapi¢ i obejmujac terapie celowane, takie jak inhibitory proteasomu (np.
bortezomib, karfilzomib), leki immunomoduiujgce (np. lenalidomid, pomalidomid), a ostatnio
przeciweiala monoklonalne i terapie komarkami CAR T (chimeryczne receptory antygenowe komorek
T). Chociaz te metody leczenia poprawily wyniki leczenia pacjentow, czgsto pojawiajg sie mechanizmy
opomosci, a nawrotowy lub oporny MM nadal stanowi wyzwanie terapeutyczne. Obecnie wybér
leczenia opiera si¢ na ocenie ryzyka zgodnie z wytycznymi konsensusu Mayo Stratification of Myeloma
and Risk-Adapted Therapy (mSMART). kiére podkreslajg cytogenetyczne podloze choroby pacjenta.
Wigkszos¢ pacjentow z MM ma nieprawidlowosei cytogenetyczne o standardowym ryzyku, podczas
gdy okolo 40% jest klasyfikowanych jako wysokiego ryzyka.

Wybdr terapii zalezy od czynnikow specyficznych dla pacjenta, takich jak czynno$é nerek i
neuropatia, a lakze wiek pacjenta i stopien jego kruchosci. Odpowiedz po terapii indukcyjnej jest
monitorowana po kazdym cyklu. U pacjentow kwalifikujgeyeh si¢ do przeszezepu zaleca si¢ pobranie
komorek macierzysiych do 6. eyklu, aby zapobiec uszkodzeniu komérek macierzystych zwigzanemu z
leczeniem. Jedli pacjent osiggnie bardzo dobrg odpowiedZ czgéciowy (VGPR) lub lepszqg i nie ma
objawdw aktywnej choroby, mozna wykona¢ badanie minimalnej choroby resztkowej (MRD). Pacjenci,
ktorzy nie osiggng VGPR lub u ktérych wynik testu na MRD bedzie pozytywny, mogg otrzymaé
dodatkowg terapig indukeyjng lub przejséc¢ do autologicznego przeszezepu komorek macierzystych, przy
czym przeszezepy landemowe lub auto-allo sg ograniczone do badan klinicznych. Terapia
podirzymujgca zazwyczaj obejmuje doustny lek immunomodulujacy, inhibitor proteasomu lub
przeciwcialo anly-CD38, szczegdlnie u pacjentéw z grupy wysokiego ryzyka lub z suboptymalng
odpowiedzig.

Mnogosc¢ strategii terapeutycznych ich kombinacji i mozliwosci zamiennych opcji
terapeutycznych, nie daje gwarancji na powodzenie procesu leczniczego u pacjenta. Przedstawione
przez Doktoranta mozliwosci leczenia i analiza powyZszych sklonila badacza do wigkszej uwagi i

skupienia naukowego w kierunku kinaz PIM.
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Doktorant lek. med. Filip A Garbicz w swojej pracy doktorskiej przyjal za gléwny cel zbadanie

roli kinaz PIM w szpiczaku mnogim, analizujgc ich wplyw zaréwno na zlosliwe komoérki
plazmatyczne, jak i na otaczajace mikrosrodowisko, w szczegoinosci komérki srodblonka zwigzane z

MM. poprzez realizacje nastepujgcych zadan:

1) Okreslenie wzorcow ekspresji i aktywacji PIM1, PIM2 i PIM3 w MM.

2) Ocena funkcjonalnej zaleznosci komorek MM od kinaz PIM.

3) Charakterystyka transkrypeyjnych i mechanistyeznych konsekwencji hamowania PIM w MM.
4) Zbadanie roli kinaz PIM w mikrosrodowisku zwigzanym z MM.

5) Ocena potencjalu terapeutycznego hamowania PIM w przedklinicznych modelach MM.

Migjsce prowadzenia badan, profil badawczy i spektrum probleméw z jakimi spotyka sie zespol
specjalistdw w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii, Zaktad Hematologii Eksperymentalnej w
Warszawie, nie dziwi wigc decyzja nad podjeciem wyzwania wysoce ambitnego. W zwigzku z tym,
wybor przez Pana Promotora i Doktoranta tej tematyki badan uwazam za bardzo interesujgcy i w pelni
uzasadniony.

Recenzowana praca doktorska jest dyseracja liczaca 223 strony zawierajaca 54 ryciny, 28 tabel
1 406 pozycji literaturowych w wigkszosci pochodzacych z ostatniego okresu, ktére postuzyly do
przygotowania monograficznej czesci pogladowe), doswiadczalne] oraz dyskus)i nad wynikami badan
wlasnych. Dobér pozycji literaturowych nie budzi zastrzezen i wskazuje na to, ze tematyka badan jest
bardzo aktualna.

Prace rozpoczyna czgsS¢ teoretyczna liczgca 68 stron; zawiera 6 rycin oraz | tabele w pelni
przedstawiajacy | pozwalajacg zrozumie¢ charakier i skale rudnosei tematu. Osobne rozdzialy czesci
leoretycznej stanowig zamierzone przejscie do obszernego omowienia technik i materialu badawczego,
obejmujagcych linie komorkowe ich genetyczne modyfikacje, wykorzystanie kolonii bakteryjnych , ich
modyfikacje poprzez plazmidy oraz transfekcje komdrkowe. Jak tez analize specyficznych bialek
komorkowych, nakreslajac w ten sposob wyznaczony sobie tor analizy patomechanizméw i mozliwoscei

terapeutycznych jak lez interakc)i poszczegolnych elementow.

Czes¢ doswiadezalna pracy obejmuje 85 stron. Poswiecona jest charakterystyce modeli in vitro
wykorzystywane] w powyzsze] pracy. Charakterystyce linii komorkowych oraz przybliza skrupulatnie
kazdy z elementéw prowadzenia badan, ). definiowania inhibitoréw, specyfiki komérek
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wykorzystywanych na poszczegdinych etapach projektu. ich przechowywania i przygotowywania,
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rodzaju bakterii wykorzystywanych w pracy doswiadczalnej czy tez identyfikacji, ekstrakcji
plazmidowego DNA pochodzgcego z poszczegolnych etapow pracy doswiadezalnej.

Opis procedur metodycznych zastosowanych w prezentowanych badaniach, przedstawieniu
uzyskanych wynikéw oraz ich interpretacji w kontekscie danych opublikowanych przez innych
autorow,

Przystepujgc do oceny merytorycznej tej czgsci recenzowanej rozprawy, muszg¢ podkreslic, ze
prezentowane w niej badania zostaly zaplanowane bardzo wszechstronnie, z uwzgl¢dnieniem
do$wiadczen analizujgcych réZne uwarunkowania poszczegolnych zagadnien. Oparto je o bardzo
nowoczesne, trudne techniki eksperymentalne biologii molekularnej i hodowli tkankowej, z licznymi
elementami transfekeji i infekeji plazmidowej proponowanych modeli badawezych.

Aby zbadu¢ role kinaz PIM w szpiczaku mnogim (MM). poczatkowo Doktorant przeanalizowal
dwa niezalezne. publicznie dostepne zestawy danych wygenerowane z badafn przesiewowych
CRISPR/Cas9 przy uzyciu panelu linii komérkowych MM. Kinaza PIM2 zaj¢la pierwsze miejsce pod
wzgledem zaleznosci onkogennych w komérkach MM w obu zestawach danych, co potwierdza
kluczowg role kinaz PIM w patogenezic MM. Nie wykryto takiej zaleznosci dla PIMI lub PIM3.
Zaleznos¢ zlosliwych komérek plazmatycznych od PIM2 byla podobna lub przewy2szala zaleznosé
ustalonych onkogenow MM (np. MYC. [RF4, MAF, [KZF1, IKZF3) i wczesniej rozpoznanych celow
lekéw {np. PSMBS5, BCL2, BRD4). Ponadto kompleksowa analiza DepMap Badania linii komérek
nowotworowych wykazaty, ze linie komorkowe MM wykazuja unikalng nadekspresj¢ PIM2 w
poréwnaniu ze wszystkimi innymi liniami komérkowymi. nawet tymi z innych nowolworow
hematologicznych. takich jak chloniak i biataczka. Ekspresja PIM2 nie korelowala z zaleznoscig od
PIM2 w liniach komorkowych MM, co sugerowalo potrzebe zidentyfikowania altematywnych
biomarkerow w celu skuteczniejszej selekcji pacjentéw podezas badan klinicznych inhibitorow PIM.
Zaleznoéé od PIM2 byla szczegdlnie widoczna w liniach komérkowych MM i podgrupie linii
chloniakéw B-komérkowych. co sugeruje. ze nowotwory te prawdopodobnie najbardziej reaguja na
zmniejszenie ilosci PIM lub hamowanie farmakologiczne. Powyzsze, obiecujgee dane weryfikowano
poprzez analize ekspresji powyzszych kinaz w tkankach pochodzenia zwierzgcego (tkanki mysie) jak i
w tkankach ludzkich. W mysich komérkach limfoidalnych, PIMI i PIM2 byly gléwnie
ekspresjonowane w plazmoblastach i komorkach plazmatycznych. PIM3, z drugiej strony, wykazywal
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bardziej jednorodng ekspresie, z podwyzszonymi poziomami ekspresji glownie na ctapie

progenitorowym komérek B. W zestawie danych Tabula Sapiens, atlasie transkryptomowym
pojedynczych komérek obejmujgeym wiele narzadow ludzkich, PIM2 wykazal znaczace wzbogacenie
w komorkach plazmatycznych w pordwnaniu z innymi typami komorek. Sugeruje to prawdopodobne
znaczenie funkcjonalne zardéwno w normalnych, jak i zlosliwych komérkach plazmatycznych. PIM2
byl réwniez obfity w roéznych podgrupach komorek T, takich jak komorki T CD4+ i pamigei, co
wskazuje na mozliwe immunomodulacyjne konsekwencje hamowania PIM2 w komérkach T.
Natomiast PIM1 i PIM3 byly glownie ekspresjonowane w komorkach nablonkowych i
mezenchymalnych, aczkolwiek z istotnymi réznicami. Aby dodatkowo potwierdzié ekspresj¢ kinazy
PIM w MM i ocenié¢ domniemany zwigzek ekspresji PIM z objawami klinicznymi choroby, najpierw
Doktorant przeanalizowal publicznie dosigpny zbior danych scRNAseq obejmujacy komorki pobrane
od pacjentéw w réznych stadiach MM: IgM MGUS, MGUS, SMM, NDMM i RRMM. PIMI
wykazywal podwyzszong ekspresje, glownie w przypadkach IgM MGUS, ktére czgsto poprzedzaja
wystgpienie chloniakéw nieziarniczych, takich jak makroglobulinemia Waldenstréma. Ekspresja PIM2
pozostawala wzglednie stabilna we wszystkich stadiach MM. a 100% sekwencjonowanych komorek
ekspresjonowalo mRNA PIM2. Co istotne. ekspresja PIM3 byla istotnie wyzsza w komorkach RRMM
w poréwnaniu 2 komorkami NDMM | co sugeruje mozliwg rolg PIM3 w poznym stadium choroby lub
opornosci na chemioterapig.

Uznajge, ze poziomy mRNA nie zawsze korelujg z poziomami bialka, Doktorant ocenil ekspresj¢
bialka kinazy PIM za pomocy barwicnia immunohistochemicznego. Wykorzystalismy panel
zwalidowanych przeciwcial kompatybilnych z odwapnionym szpikiem kostnym (PIM1, PIM3) lub
skrawkami skrzepu szpiku kostnego (PIM2). Badania te przeprowadzono na mikromacierzach
tkankowych (TMA), laczgcych probki szpiku kostnego pobranego metodg trepanacji od pacjeméw z
MM, jak réwniez szpik kostny od zdrowych dawcow. Wyniki potwierdzaja, ze wszystkie trzy kinazy
PIM sa nadmiernie ekspresjonowane na poziomie bialka w MM w poréwnaniu do normalnych komérek
plazmatycznych i ze wykazujg odmienne wzorce lokalizacji subkomorkowej, co wskazuje na rdzne
funkcje kazdego czlonka rodziny PIM.

Biorac pod uwage silny zwiazek migdzy wysoka ekspresjg PIM1/2/3 a zlym rokowaniem w MM,
Doktorant pokusit si¢ 0 zbadanie mechanizméw lezacych u podstaw podwyzszonej ckspresji. Regulacja

transkrypcji przez wzmacniacze, a zwlaszcza super-wzmacniacze, jest dobrze znanym czynnikiem
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napedzajacym wysoka i ograniczona liniowo ekspresj¢ genéw w komdrkach nowotworowych i
prawidlowych komoérkach hematopoetycznych. Super-wzmacniacze to duze obszary genomowe
oznaczone gestymi skupiskami aktywnych elementéw wzmacniajgcych, charakteryzujace sig¢ wysokim
poziomem acetylacji H3K27 (H3K27ac). Analizy obejmowy réwniez potencjal terapeutyczny
hamowania kinazy PIM w MM, przeprowadziliémy systematyczny screening lekéw z uzyciem pigciu
inhibitorow pan-PIM (MEN1703, PIM447, INCB053914, AZDI1208 i SGI1776) w panelu limi
komérkowych MM. Analize procesow apoptotycznych, cytotoxycznych, interakc)i czgstek
terapetycznych z poziomami poszczegdlnych kinaz PIM jak tez interakeji komérkowych.
Przeprowadzono wielo wymiarowe analizy zbiorow danych. Weryfikujgc poszczegélne wyniki w
eksperymentach laboratoryjnych.

Podsumowujgc tg czgs¢ pracy cheialbym podkreslic, ze wszystkie uzyte metody charakteryzuje
wysoki stopien obiektywizacji danych, a wykorzystane analizy statystyczne nic budzg zastrzezen.
Wszystkie, przeprowadzone doswiadczenia zostaly zaplanowane i realizowane ze skrupulatnoscig i
obejmuje zalozone aspekty prowadzonych badan. Sposob ich prezentacji jest przemyslany, co pozwala
$ledzié postepy pracy i rejestrowaé realizacjg jej kolejnych celow i zadan

W czesci Dyskusja Doktorant przedyskutowal otrzymane wyniki. | w sposob szczegdlowy
konfrontuje wyniki wlasne z bogata literaturg opisujgc pordwnawczo poszczegéline etapy i mechanizmy
interakeji kinazy PIM wplywajac na biologi¢ szpiczaka mnogiego (MM) na dwoch poziomach:
Wewngtrzguzowym: w jaki sposéb kinazy PIM podtrzymujg przezycie i proliferacj¢ zlosliwych
komorek plazmatyeznych. oraz zewnatrzguzowym: w jaki sposob kinazy PIM w niszy szpiku kostnego
(BM), zwlaszcza w komérkach $rédblonka (EC), przyczyniajy si¢ do mikrosrodowiska sprzyjajacego
przetrwaniu MM.

Skomplikowalnos¢ powyzszych powigzan, ich genetyczno-funkcjonalne powiazanie na
poziomie komorki §wiadezy o duzej wiedzy Doktoranta i dojrzalosci w przemysleniu tematu. A je)
rzetelnoé¢ | zaangazowanie znalazlo odbicie w mnogosci narzedzi biologii molekularnej i analiz
statystycznych uzytych w powyzszej rozprawie doktorskie).

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

pelni przez Dokloranta celow jego dysertacji.
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Podsumowujge, z pelnym przekonaniem uwazam. Ze recenzowana rozprawa doktorska
lekarza medycyny Filipa Aleksandra Garbicza spelnia wymogi stawiane takim dysertacjom.
Stanowi ona samodzielne i oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz wnosi nowe, waZne
poznawczo dane, pogl¢bia naszy wiedze na temat roli kinaz PIM w MM, wykazujge ich istotny
whlad zaréwno w przezycie wewngtrz guza, jak i w wsparcie mikrosrodowiska. Nie do pominiecia
sy przedstawione implikacje kliniczne: wskazuje na poziomy PIM (zwlaszcza PIM2 i PIM3) jako
potencjalne biomarkery choroby wysokiego ryzyka i racjonalne wskazdéwki w stratyfikacji
pacjentow pod kqtem terapii ukierunkowanych na PIM.

Przygotowana dysertacja zostala w sposob wlasciwy, zardbwno pod wzglgdem merytorycznym,
jak i edycyjnym. Drobne uwagi. jakie posiadam do przedstawionej pracy sg natury edytorskiej, np. spis
tredci nie w pelni pokrywa sig ze stronami poszczegolnych rozdzialow. Doktorant nie ustrzegla sig kilku
bledéw stylistycznych czy natury jezykowej. Kilka tych drobnych uchybien stylistycznych i tzw.
literowek. ktére udalo mi sig zauwazy¢ nic ma istotnego znaczenia dla jakosci i rangi pracy.

Niepodwazalne znaczenie dla wartosci pracy — ktorg pod wzgledem merytorycznym oceniam
bardzo wysoho miala by kontynuacja dalszych badan i poznanie kolejnych obszaréw z zakresu
onkologii w kiorych znalazia by zastosowanie badana przez Dokioranta czasteczka terapeulyczna.

Wysoks wartosé powyisec) Dysertacji, podkre§la rowniez fakt przedstawionych przez
Doktoranta pytan i dywagacji w obszarze stratyfikacji terapii jak i pacjentow poddawanych
leczeniu. Uwypukla to dojrzaloéé Doktoranta, jego ciekawosé naukowy jak tez krytycyzm i
reetelnoéé przeprowadzonych badan.

W podsumowaniu uwazam, Ze praca doktorska lekarza medycyny Filipa Aleksandra Garbicza
zatytulowana .Rola kinaz PIM w komérkach nowotworowych i mikrosrodowisku szpiczaka
mmogiego™ spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Zwracam si¢ z wnioskiem do Rady
Dyscypliny Nauk Medycznych WUM o dopuszczenie lekarza medycyny Filipa Aleksandra Garbicza
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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