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Recenzja
rozprawy doktorskiej na stopien naukowy doktora nauk medycznych
lek. Marcina Sokotowskiego pt.”Analiza polimorfizmu genéw kodujgcych biatka
uczestniczace w szlaku nekroptozy w szpiczaku plazmocytowym”.

Materiat do badania zostat zebrany w Specjalistycznym Szpitalu im. Doktora Alfreda
Sokotowskiego w Watbrzychu oraz Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu.
Diagnostyka molekularna zostata wykonana w Zaktadzie Immunologii Klinicznej przy Instytucie
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im. L. Hirszfelda we Wroctawiu.

Promotorem rozprawy doktorskiej jest Pani dr hab. n. med. Aleksandra Butrym.

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi pismo Dziekana Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu Pani Prof. dr hab. Matgorzaty Sobieszanskiej nr
DL/N/2685/19.

Szpiczak plazmocytowy (MM) jest nowotworem hematologicznym o bardzo duzej
zmiennosci w zakresie manifestacji klinicznej oraz cech laboratoryjnych, w tym genetycznych.
Samo postawienie diagnozy bywa niekiedy trudne, a jeszcze trudniejsze bywa dobranie
odpowiedniego postepowania terapeutycznego i pdzniej prowadzenie leczenia, ktére czesto
przebiega z licznymi powiktaniami. Kazde badanie w poszukiwaniu nowych parametréw, ktére
mogg wykazac przydatnosé dla prowadzenie procesu diagnostyczno-terapeutycznego chorych
na MM s3 bardzo cenne, zwtaszcza, ze nowotworuy tego praktycznie nie da sie wyleczyc.
Szczegdlnie cenne s badania nad nowymi cechami cytogenetycznymi lub molekularnymi,
ktore biorg udziat w patogenezie i majg wptyw na przebieg leczenia.

Przedstawiona mi do recenzji dysertacja doktorska lek. Marcina Sokotowskiego opiera
si¢ wlasnie na takim badaniu. Doktorant postawit sobie za cel analize wystepowania
polimorfizméw w genach kodujgcych biatka kluczowe dla procesu nekroptozy jak RIPK-1, RIPK-
3 oraz MAPKAP2 oraz ocene potencjalnych zwigzkdw pomiedzy wystepowaniem zmiennoéci
genetycznej tych gendw a zachorowalnoscig na szpiczaka plazmocytowego i przebiegiem
klinicznym choroby.



Tutaj musze podkresli¢ oryginalnos¢ tego projektu. Opublikowanych badan
dotyczacych tego zagadnienia jest szczegdlnie mato.

W pierwszej czesci rozprawy doktorskiej opisano rys historyczny, a nastepnie
epidemiologie, patogeneze, kryteria diagnostyczne, skale prognostyczne, czynniki
prognostyczne, w tym zaburzenia genetyczne u chorych na MM, inne dyskrazje
plazmocytowe. Nastepnie zostaty opisane sposoby postepowania terapeutycznego, w tym
znaczenie dla efektu leczenia inhibitoréw proteasomu, lekéw immunosupresyjnych,
daratumumab, inhibitoréw PD1, PD-L1 i PD-L2. Autor wrécit uwage na rdznice w
postgpowaniu terapeutycznym u chorych, ktérzy sg kandydatami do AHSCT oraz tych, ktorzy
nie moga by¢ leczeniu z uzyciem megachemioterapii. Nalezy podkresli¢, ze w tej tematyce
doktorant poruszat sie swobodnie zwracajac uwage na najwazniejsze aspekty. Chciatbym
jednak zwréci¢ uwage na cytowane piémiennictwo, ktére byto w niektdrych przypadkach dog¢é
przypadkowe i czesto opierato sie na pracach przegladowych. Przygotowujac prace do
publikacji nalezy siegna¢ do prac zrédtowych.

W dalszej czeéci doktorant opisat zagadnienia zwigzane z mechanizmami $mierci
komorki takimi jak apoptoza i nekroptoza. Zrobit to w sposob zrozumiaty i przejrzysty
wprowadzajac w dalszej czesci do celu pracy, ktory zostat jasno sprecyzowany.

W rozdziale Materiat i Metody opisat grupe badang w liczbie 102 chorych z mediang
wieku 66 lat odpowiadajgcg przecietnej wérdd chorych na MM. Zabrakto mi tutaj podania
okresu w jakim materiat byt zbierany. Juz w tej czeéci, jak réwniez w dalszych rozdziatach
dysertacji konsekwentnie doktorant nie podaje wartoéci odsetkowych, a jedynie liczby n
poszczegélnych podgrup badanych chorych, co utrudnia lekture i biezaca analize pracy. Chorzy
byli wtaczani do badania niezaleznie od momentu leczenia i sposobu poprzedzajgcego
leczenia, co w znacznym stopniu moze utrudniaé interpretacje czestosci powiktan
obserwowanych w trakcie leczenia np. polineuropatii i nastepowe badania korelacji z
obecnoscig polimorfizméw poszczegélnych genéw. Doktorant nie dysponowat wynikami
badan cytogenetycznych u badanych chorych, co stanowi znaczace ograniczenie wartosci
badania i moze utrudni¢ opublikowanie jego wynikow w wysoko indeksowanym czasopi$mie.
Dla poréwnania czestosci poszczegdlnych polimorfizméw genowych dobrano grupe kontrolng
zdrowych ochotnikéw, zréwnowazong pod katem wieku i ptci.

W dalszej czesci doktorant przeszedt do analizy wystgpowania polimorfizmu gendéw
kodujacych trzy biatka odgrywajace istotng role w procesie nekroptozy: RIPK1, RIPK2,
MAPKAPK2, ktore zostaty wytypowane na podstawie danych literaturowych. Badania
prowadzono za pomoca metody Real Time PCR przy uzyciu komercyjnych dostepnych
zestawow starterow i sond LightSNiP formy Tib Molbiol. Aspekty techniczne badan zostaty
opisane poprawnie. Metody statystyczne przyjeto i opisano w sposGb prawidtowy.

Wyniki analizowano poréwnujac czgsto$é polimorfizméw w grupie badanej i kontrolnej, gdzie
nie wykazano roznic.

Wykazano, ze wariant polimorficzny AA dla loci RIPK3 rs724165 wystepowat istotnie
statystycznie czgsciej u kobiet niz u mezczyzn. Polimorfizm w loci rs9391981 dla genu RIPK1
miat zwigzek z liczbg ptytek krwi.



Chorzy, u ktorych wykazano obecnos$¢ allelu AG dla loci rs2272990 w genie RIPK1
charakteryzowali sie wyzszym stezeniem dehydrogenazy mleczanowej w surowicy i cho¢
wartos¢ nie byta statystycznie istotna, wykazywata cechy trendu istotnego statystycznie.
Wykazano, iz wystepowanie polimorfizmu dla loci rs724165 genu RIPK3 ma zwigzek ze
stadium zaawansowania choroby wg. klasyfikacji Durie-Salmona w momencie rozpoznania
szpiczaka plazmocytowego. Analiza wykazata, Zze istnieje zwigzek ze zmiennoscig
polimorficzng loci rs2272990 RIPK1 a przezyciem. Obserwowano istotne wydtuzenie przezycia
catkowitego u chorych, u ktérych wystepowat wariant GG w stosunku do polimorfizmu AG
(mediana: 29 miesiecy vs 15 miesiecy; p=0,0284). Podobne zaleznosci obserwowano
analizujgc czas wolny od progresji dla powyzszego polimorfizmu (11 miesiecy vs 4,5 miesigca;
p=0,0411).

Wyniki dla loci rs3212243 genu RIPK3 wykazaty wieksze prawdopodobienstwo przezycia u
chorych noszacych genotyp AA, ktérzy byli leczeni bortezomibem. W przypadku leczenia
talidomidem wykazano istotne statystycznie wydtuzenie mediany przezycia catkowitego w
przypadku chorych z genotypem GG w loci rs724165 RIPK3.

Stwierdzono takze, iz u chorych nosicieli genotypu AA dla RIPK3 rs3212243 toksycznosc¢
neurologiczna po bortezomibie i talidomidzie wystepowata istotnie statystycznie czesciej, niz
u pozostatych pacjentow.

W dalszej czesci badano wybrane czynniki wptywajgce na czas catkowitego przezycia w grupie
chorych z nowo rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym. Zabrakto tutaj wynikéw badan
cytogenetycznych. Po analizie jednowariantowej do analizy wielowariantowej
zakwalifikowano wiek (<65 lat vs 265 lat), stezenie hemoglobiny (<10 g/dl vs >10 g/dl),
stezenie beta-2-mikroglobuliny (< 3mg/l vs 23 mg/l), RIPK3 rs3212243 AA vs pozostate
warianty, RIPK3 rs3212243 GG vs pozostate warianty i obecnos¢ zmian osteolitycznych.
Wykazano, ze jedynie wariant GG polimorfizmu RIPK3 rs3212243, wiek oraz B2M s3
niezaleznymi czynnikami wptywajgcymi na przezycie.

Dyskusja przeprowadzona w dysertacji jest ciekawa i $wiadczy o znajomosci przez doktoranta
zagadnien zwigzanych z badaniami nad nekroptozg. Szczegdlnie zainteresowat mnie zwigzek
wystepowania genotypu AA w loci rs724165 i rs3212243 (RIPK3) oraz GG dla rs45514798
(MAPKAPK2) z tendencjg do polineuropatii w przebiegu leczenia chorych, co moze byc
przydatne w praktyce klinicznej dla doboru terapii obarczonej mniejszym ryzykiem tego typu
powiktan. Istotny moze byc tez zwigzek wystepowania niektorych polimorfizméw kodujacych
geny kodujgce biatka szlaku nekroptozy z dtuzszym przezyciem. Z uwagi jednak na niskg
liczebnos¢ badanej grupy wnioskowanie na ten temat powinno by¢ ostrozne.

Rozprawa doktorska zakoriczona jest wnioskami, ktore w sposob bardzo syntetyczny
podsumowuja najwazniejsze wyniki przedstawionych badan. Wnioski w sposéb prawidtowy
odpowiadajg na zatozone cele pracy.

Dla porzagdku musze podac, ze przedstawiona mi do recenzji dysertacja doktorska
zawiera 116 stron wydruku komputerowego. Ma uktad typowy, na ktéry sktadajg sig strona
tytutowa, spis tresci, wykaz uzytych skrotow, wstep, cel pracy, materiat i metody, wyniki
dyskusja, wnioski, pismiennictwo obejmujgce 203 pozycji aktualnego, utozonego



naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Z 2003 r., Nr
65, poz. 595 2 pozniejszymi Zmianami Wprowadzonymi przez Dz. U. 7 2005r., Nr 164, poz 1365,
Dz.U. Z2010r., Nr 96, poz 620, Dz. U. 7 2010, Nr 182, Poz 1228) i przedstawiam Wysokiej
Radzie Wydziaty Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu wniosek o
dopuszczenie |ek. Marcina Sokotowskiego do dalszych etapéw przewoduy doktorskiego.
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