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lek. med. Diany Magdaleny Frontkiewicz

»,Polimorfizm genéw kodujacych biatka lkaros i Aiolos
w szpiczaku plazmocytowym ,,

W przedstawionej mi do recenzji rozprawie doktorskiej lek. med. Diany
Magdaleny Frontkiewicz postawiono za cel okreslenie zaleznosci pomiedzy
obecnoscig wybranych polimorfizméw (SNP — ang. single nucleotide
polymorphism) w genach kodujgcych biatka lkaros i Aiolos dziatajgcych poprzez
szlak biatka cereblon, a przezyciem chorych na szpiczaka mnogiego,
wystepowaniem niekorzystnych czynnikéw prognostycznych oraz odpowiedzig
na leki immunomodulujgce stosowane w jego leczeniu. Na podstawie danych
literaturowych Doktorantka wybrata do analizy nastepujgce miejsca
polimorficzne: rs413261, rs10272724 i rs61731359 genu IKZF1 oraz rs907091
genu IKZF3.

Zagadnienie to jest niezmiernie wazne z praktycznego punktu widzenia.
Witaczenie do praktyki klinicznej tak zwanych ,nowych lekéw” spowodowato
istotne wydtuzenie czasu zycia pacjentow, ktérego mediana w ostatnich latach
dochodzi do dziewigciu lat, przy trzech latach na poczatku ostatniej dekady
ubiegtego wieku. Istotne znaczenie dla powyzszego wydtuzenia przezycia miato
wprowadzenie lekéw immunomodulujgcych. S one obecnie podstawa
kombinacji wielolekowych rekomendowanych przez krajowe i miedzynarodowe
grupy badawcze. Sposrdd powyzszych lekdow najwazniejsze znaczenie maj

talidomid i lenalidomid, w mniejszym stopniu pomalidomid.



Jak wykazaty wyniki opublikowanych badan leki
immunomodulujace taczac sie z celebronem, powodujg modyfikacje kompleksu
ligazy ubikwitynowej E3  (CRL4CRBN), czego efektem jest dziafanie
antyproliferacyjne i antyangiogenne. Kompleks lekéw immunomodulacyjnych
oraz celebronu powoduje ubikwitynacje czynnikéw transkrypcyjnych
— lkaros (IKFZ1) i Aiolos (IKFZ3), czego efektem aktywacja limfocytéw T. Innym
dziataniem powyiszego kompleksu jest hamowanie wzrostu komorek
nowotworowych oraz ich apoptoza, miedzy innymi poprzez redukcje stezenia
czynnika transkrypcyjnego IRF-4. Ostatnie lata przyniosty doniesienia mowigce o
tym, ze ekspresja genu CRBN oraz obecnos¢ wariantow cereblonu mogg
wptywaé na skutecznos¢ lekéw immunomodulujgcych. Przedstawiona mi do

recenzji dysertacja wpisuje sie w powyzsze trendy badan.

Rozprawa doktorska lek. med. Diany Magdaleny Frontkiewicz ma uktad
typowy dla tego typu prac i obejmuje 98 stron, ktdore zawierajg: wstep,
omodwienie celu pracy, opis materiatéw i metod zastosowanych w trakcie badan,
uzyskane wyniki, ich oméwienie w dyskusji oraz wnioski. Catos¢ poprzedzona jest
wykazem zastosowanych w tekscie skrotéw. Uzupetnienie tresci stanowig
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, alfabetyczny wykaz, ktory liczy
przeszto 140 pozycji pisSmiennictwa (ktére w duzej mierze zawiera najbardziej
aktualne pozycje z ostatnich kilku lat), wykaz 27 tabel oraz 14 rycin zawartych w

rozprawie.

We Wstepie Doktorantka siega do historii medycyny, wyjasnia, jak doszto
do pierwszego opisania choroby oraz jakie badania wspomagaty pierwsze
rozpoznania. Dalej podaje definicje choroby, opisuje przebieg kliniczny szpiczaka

plazmocytowego oraz powszechnie stosowane systemy prognostyczne.



Nastepnie szczegétowo omawia patogeneze choroby oraz sposob dziatania
lekéw stosowanych w jej leczeniu. Zrozumienie tresci ufawiajg liczne ryciny.
Koricowa czes$¢ przedstawia definicje i znaczenie wystepowania polimorfizmow

pojedynczych nukleotyddw. Catos¢ wstepu liczy 25 stron.

W osobnym rozdziale lek. Diana Frontkiewicz prezentuje trzy szczegdtowe
cele pracy, ktérymi byty: analiza wystepowania polimorfizmu gendéw kodujgcych
biatka lkaros i Aiolos (IKZF1, IKZF3) u chorych ze szpiczakiem mnogim, ocena
korelacji parametrow klinicznych i znanych czynnikdw rokowniczych z
wystepowaniem zmiennosci genetycznej w powyzszych genach oraz ocena
wystepowania polimorfizméw gendw kodujgcych IKZF1 i IKZF3 w korelacji z
przebiegiem choroby oraz odpowiedzig na leczenie. Powyzisze cele zostaty

sformutowane w sposob klarowny i przejrzysty.

Grupa badana i kontrolna zostaty szczegétowo opisane w rozdziale
Materiat i Metody. Do badarn Doktorantka wtgczyta 125 oséb (62 kobiety i 63
mezczyzn) leczonychw  Klinice  Choréb ~ Wewnetrznych, Zawodowych,
Nadcis$nienia Tetniczego i Onkologii Klinicznej, Oddziale Onkologii Klinicznej i
Poradni Hematologicznej  Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we
Wroctawiu. Do grupy kontrolnej zakwalifikowano 100 zdrowych
osob dopasowanych wiekiem i pfcig. Charakterystyka grupy badanej jest
szczegdtowa, niestety nalezy zwrdci¢c uwage na brak wynikéw badan
cytogenetycznych, ktore w chwili obecnej stanowig jeden z wazniejszych

czynnikéw rokowniczych.

Wybrane miejsca polimorficzne analizowano z wykorzystaniem
dostepnych komercyjnie zestawow starteréw i sond LightSNiP firmy Tib Molbiol

(Berlin, Niemcy). Doswiadczenie polegato na wykonaniu PCR w czasie



rzeczywistym (Real-Time PCR), po ktérym nastepowata analiza krzywej topnienia
umozliwiajaca identyfikacje poszczegdinych alleli i genotypow w badanych
prébkach. Kwestie techniczne przeprowadzonych badar oraz dobdr metod

statystycznych zostaty zaprezentowane w sposob prawidtowy.

Opis uzyskanych wynikéw zostat przedstawiony w dedykowanym
rozdziale, ktéry liczyt 15 stron.

Odpowiadajgc na pierwszy z postawionych sobie celéw doktorantka
wyjasnita, ze obserwowane czestosci alleli dla wszystkich analizowanych w
badaniu SNPs byty zblizone do wynikéw zdeponowanych w serwisie dbSNP

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Nie znaleziono réznic w wystepowaniu

miejsc polimorficznych rs4132601, rs10272724 i rs907091 pomiedzy grupa
szpiczaka plazmocytowego a grupg kontrolna.

Drugim z celéw byto znalezienie korelacji parametrow laboratoryjnych
i znanych czynnikdw rokowniczych z wystepowaniem badanych polimorfizmow.
Udato sie znaleié szereg takich zaleznosci: Doktorantka wykazata istnienie
zaleznosci pomiedzy stezeniem wapnia a wystepowaniem polimorfizmu
w loci rs907091. Chorzy bedacy heterozygotami (CT) i homozygotami
zmutowanymi (TT) mieli istotnie wyzsze stezenie wapnia, niz pacjenci bedacy
homozygotami wild —type (CC), p=0,0295. Znalazta tez zaleznos$¢ pomiedzy
stezeniem B2mikroglobuliny, a obecnoscia wariantow genetycznych w
rs4132601. Pacjenci bedgcy heterozygotami (GT) i homozygotami zmutowanymi
(TT) w rs4132601 mieli istotnie nizsze stezenie 3-2-mikroglobuliny, niz pacjenci
bedacy homozygotami dzikimi (GG). Wykazata tez, ze pacjenci bedacy
heterozygotami (GT) i homozygotami zmutowanymi (TT) dla rs4132601 mieli
istotnie nizsze srednie stezenie kreatyniny we krwi, niz chorzy bedacy

homozygotami  dzikimi  (GG), p=0,0037, natomiast  pacjenci bedacy



heterozygotami (GT) i homozygotami zmutowanymi (TT) w rs4132601
charakteryzowali sie nizszym srednim stezeniem biatka catkowitego w surowicy
krwi, niz pacjenci bedgcy homozygotami dzikimi (GG), p=0,0212. W tym ostatnim
przypadku cenne bytoby wyjasnienie, czy nizszy poziom kreatyniny wigzat sie z
nizszym stezeniem tancuchéw lekkich w surowicy, czy tez nie wynikat z
aktywnosci choroby. Zaobserwowata takze trend statystyczny (p=0,079) do
nizszego poziomu albuminy u pacjentéw z allelem T w rs907091 (CT, TT) niz u
chorych bez tegoallelu. W przypadku heterozygot (CT) i homozygot
zmutowanych (TT) rs907091 istniata tendencja do nizszych wartosci aktywnosci
dehydrogenazy mleczanowej niz u homozygot dzikich (CC). Autorka rozprawy
wykazata, ze chorzy w stadium zaawansowania choroby lill wg Durie-
Salmona maja statystycznie istotnie nizszg aktywno$¢ dehydrogenazy
mleczanowej niz chorzy z zaawansowaniem choroby w stadium lll, niezaleznie
od wystepowania badanych alleli. Obserwacja ta, cho¢ wykracza poza przyjete
cele, jest zgodna ze spostrzezeniami, ktére postuzyty do stworzenia klasyfikacji
ISS.

Trzecim celem pracy byfo znalezienie korelacji pomiedzy badanymi SNP
(IKZF1- rs4132601 T>G i/KZF3rs907091 C>T). Powyisze poszukiwania
zakonczyty sie  niepowodzeniem. Wykazano co prawda zwigzek
obecnosci allelu G w rs4132601 T>G z przezyciem catkowitym, ale wobec braku
korelacji z odpowiedzig na leczenie oraz przezyciem bez progresji choroby
wydaje sie, ze korelacja ta nie ma zwigzku ze stosowaniem lekdow

immunomodulujacych i na obecnym etapie jest trudna do wyjasnienia.

W  rozdziale ,Dyskusja”, obejmujgcym 10 stron, lek. med. Diana
Magdalena Frontkiewicz podjeta sie omdéwienia uzyskanych w swojej pracy

wynikéw badan orazich konfrontacji z pracami innych autoréw. Doktorantka



swobodnie porusza sie w terminologii omawianych zagadnieri i uzasadniajac
tematyke podjetych badan, ptynnie przechodzi do przedstawienia uzyskanych
wynikéw w $wietle dostepnej wiedzy literaturowej wykazujac sig biegtoscia przy
korzystaniu z piémiennictwa. Uwage recenzenta zwraca fakt, ze przytaczane
pozycje z  piémiennictwa odnoszg sie  prawie  wytacznie  do
stosowania lenalidomidu pomijajgc badania wykorzystujace talidomid. Grupa
chorych leczonych talidomidem stanowita przeszto 2/3 catej analizowanej

populacji.

Rozprawe wieczy 6 dobrze udokumentowanych wnioskow, ktére

odpowiadajg zatozonym na poczatku celom.

Podsumowujgc nalezy zaznaczy¢, ze przedstawione wczesniej krytyczne
uwagi hie umniejszaja wysokiej jakosci przedstawionej mi do oceny dysertacji
doktorskiej, ktéra ma istotny charakter poznawczy, znaczgce mozliwosci
zastosowania w praktyce klinicznej oraz stanowi oryginalne rozwigzanie zadania
naukowego. Praca spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom na stopien
doktora nauk medycznych (art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie

sztuki (Dz. U. nr 65, poz 595, z pdzn. zm.).

Mam przyjemnos$¢ przedstawi¢ pozytywng recenzje pracy doktorskiej i
skierowaé do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego
im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie lek.med. Diany

Magdaleny Frontkiewicz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



