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Recenzja rozprawy
na stopien doktora nauk medycznych
mgr Wioletty Romaniuk
pt ”Ocena przydatnos$ci oznaczenia proteasoméw w monitorowaniu leczenia chorych na

szpiczaka plazmocytowego”

Zgodnie z uchwalg Rady Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w
Bialymstoku o powolaniu mnie na recenzenta w/w rozprawy mam zaszczyt przedstawic¢ swojg

opinie.

1. Warto$¢ celu badawczego

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska dotyczy waznego problemu medycznego
jakim jest wplyw lekoéw stosowanych u chorych na szpiczaka plazmocytowego na parametry
proteasomu. Proteasom jest kompleksem enzymow proteolitycznych, ktorego podstawowg
funkcja jest degradacja biatek zwigzanych z ubikwityng. Substratami dla proteasomu sg m.in.
mediatory szlakow metabolicznych, ktore w klonalnych plazmocytach sg zaburzone.
Zablokowanie proteasomu uposledza aktywnos¢ jadrowego czynnika transkrypcyjnego i
prowadzi do apoptozy komorek. Pierwszym inhibitorem proteasomu zastosowanym w terapii
chorych na szpiczaka plazmocytowego byl bortezomib. Wg Durie zastosowanie bortezomibu
bylo kamieniem milowym w leczeniu chorych na szpiczaka plazmocytowego. Badania
wykazaly bowiem, ze bortezomib wykazuje silne dziatanie hamujgce nawet w opornych
liniach szpiczakowych, zwigksza aktywnos$¢ przeciwnowotworowg deksametazonu i
przetamuje oporno$¢ komorek szpiczakowych m.in. na doksorubicyng i melfalan.

Gléwnym celem przedstawionej mi do recenzji pracy byla ocena aktywnosci
chymotrypsynopodobnej (ChT-L) i stgzenia proteasomu u chorych na szpiczaka
plazmocytowego, w aspekcie ich wartosci prognostycznej. Doktorantka otrzymata réwniez za
zadanie poréwnanie aktywnosci ChT-L i stgzenia proteazom w 0soczu i surowicy u 0sob
zdrowych i chorych na szpiczaka plazmocytowego, oceng wplywu chemioterapii na w/w

parametry w aspekcie okreslenia ich przydatnosci w monitorowaniu terapii i mozliwosci



zastosowania jako czynnikéw predykeyjnych odpowiedzi na leczenie. Tak wigc problemy i
pytania postawione przez Doktorantke sg klinicznie bardzo wazne, naukowo, u chorych na

szpiczaka plazmocytowego, niedostatecznie opracowane.

2. Poprawno$¢ metodyczna

Doktorantka przeprowadzita 2 eksperymenty. Pierwszy dotyczyt pordwnania aktywnosci
ChT-L i stezenia proteasomu w 0soczu i surowicy osob zdrowych i chorych na szpiczaka
plazmocytowego. Badaniem objgto 28 chorych, u ktorych, na réznych etapach terapii pobrano
lacznie 70 probek osocza i surowicy. Grupg kontrolng stanowito 31 zdrowych ochotnikéw.

W drugim eksperymencie, w ktorym oceniano przydatnosc oznaczania aktywnosci ChT-L
i stezenia proteasomu w monitorowaniu leczenia chorych na szpiczaka plazmocytowego do
badania wlaczono 78 pacjentow ze swiezo rozpoznang choroba w wieku 38 - 80 lat, oraz 36
zdrowych ochotnikow w wieku 42-91 lat. Chorzy na szpiczaka zostali podzieleni na dwie
podgrupy, w zaleznosci od sposobu leczenia: 26 o0sob leczono wg schematu CTD
(cyklofosfamid, talidomid, deksametazon), u pozostatych 52 pacjentow w leczeniu stosowano
bortezomib w réznych schematach. W kazdej podgrupie wyrézniono osoby ktore
odpowiedzialy na leczenie i uzyskaly przynajmniej remisj¢ czgsciowa (PR), badz nie
uzyskaty remisji i orzeczono u nich stabilizacje ( SD) lub progresje (PD) choroby.

Wszyscy pacjenci byli diagnozowani i leczeni w latach 2015-2016 w Klinice Hematologii
7 Pododdziatem Choréb Naczyn Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Bialymstoku. Na
przeprowadzenie badan Autorka uzyskala zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku.

Aktywno$¢ ChT-L  proteasomu w 0soczu i surowicy oznaczano przy uzyciu
fluorogennego substratu AMC w obecnosci SDS jako selektywnego aktywatora enzymu ChT-
L. Stgzenie proteasomu w 0SOCZU i SUTOWICY 0Znaczano metoda immunoenzymatyczng przy
uzyciu komercyjnego zestawu, postgpowano zgodnie z instrukcja producenta.

Dobér i liczebno$é grupy badanej i kontrolnej jest satysfakcjonujaca i pozwala na
przeprowadzenie wiarygodnej analizy statystycznej.

Zastosowane metody oceny parametrOw proteasomu sg nowoczesne, prawidiowo
zaprojektowane i obejmujg swym zakresem postawione przez Doktorantkg cele pracy.
Badanie miato charakter prospektywny, krew do badan pobierano trzykrotnie: przed
leczeniem, po trzecim cyklu leczenia i po zakonczeniu leczenia. W grupie kontrolnej krew

pobierano jednorazowo. Ilos¢ wykonanych oznaczen jest satysfakcjonujaca, obrazuje ogrom



wykonanej pracy i wskazuje na wysoki standard warsztatu badawczego, w ktorym praca ta
powstala.
Zastosowane metody statystyczne sg prawidlowo zaprogramowane, analiza kliniczna jest

wszechstronna, wnikliwa i daje odpowiedz na problemy ujete w celach pracy.

3. Znaczenie naukowe i praktyczne wnioskéw wynikajageych z przeprowadzonych
badan

W wyniku przeprowadzonych badaf Doktorantka dowiodta, ze aktywno$¢ ChT-L i
stezenie proteasomu u 0s6b zdrowych jest porownywalna w surowicy i w osoczu. Natomiast
w grupie chorych na szpiczaka plazmocytowego aktywnos¢ ChT-L i stgzenie proteasomu
byly istotnie wigksze w osoczu w poréwnaniu do surowicy. Ponadto wykazano, ze aktywnos¢
ChT-L proteasomu istotnie korelowata z parametrami aktywnosci szpiczaka tj st¢zeniem beta-
2 mikroglobuliny, albuminy i LDH. Podobnie st¢zenie proteasomu oznaczane w 0soczu
korelowato z wskaznikami aktywnos$ci choroby. Doktorantka udowodnita, ze optymalnym
materiatem do oznaczania parametréw proteasomu jest osocze, nie surowica, co jest Jej
autorskim osiggnigciem.

Autorka wykazala, ze zarobwno mediana aktywnosci ChT-L jak i stg¢zenie proteasomu w
osoczu chorych ze $wiezym rozpoznaniem byly istotnie statystycznie wigksze od wartosci
tych parametréw znalezionych u osob zdrowych. Bardzo interesujacym autorskim
spostrzezeniem doktorantki bylo odmienne zachowanie si¢ aktywnosci ChT-L i stezenia
proteasomu po leczeniu indukujagcym w obu analizowanych grupach. U chorych, u ktorych
zastosowano bortezomib, badane parametry zmniejszaly si¢ wraz z zastosowaniem kolejnych
cykli chemioterapii i osiagnely wartoéci istotnie mniejsze po zakonczeniu leczenia. Takiej
zaleznodci nie stwierdzono w grupie leczonej CTD, gdzie mediana aktywnosci ChT-L
proteasomu nie ulegla zmianie, a stgzenie proteasomu zwigkszylo si¢ po leczeniu, réznica nie
byla statystycznie istotna.

Klinicznie wazng obserwacja jest zachowanie si¢ aktywnosci ChT-L i stezenia
proteasomu w zalezno$ci od uzyskania odpowiedzi leczniczej. Autorka zaobserwowala, ze
wéroéd chorych, ktérzy osiagneli remisje, w grupie leczonej bortezomibem mediana
aktywnosci ChT-L i stezenie proteasomu byla istotnie mniejsza po 3 cyklu i po zakonczeniu
leczenia, natomiast w grupie stosujacej CTD istotnie zmniejszyla si¢ tylko aktywnos¢ ChT-L

proteasomu.



Brak odpowiedzi na leczenie przyczynowe mial swoje odzwierciedlenie w badanych
parametrach, ktére w grupie leczonej bortezomibem zwigkszyly si¢ odpowiednio o 20% i
60% po 3 miesigcach i po zakonczeniu leczenia z zastosowaniem Pl

Autorka podjeta sie rowniez oceny wartosci prognostycznej badanych parametrow i
wykazala istotnie wigksze warto$ci aktywnosci ChT-L proteasomu w grupie pacjentow
odpowiadajacych na leczenie, w poréwnaniu do tych, ktorzy nie osiagneli remisji, niezaleznie
od rodzaju stosowanej terapii. Ponadto Doktorantka udowodnita, ze dluzszy PFS mieli chorzy
z wieksza niz mediana aktywnoscig ChT-L proteasomu w porownaniu do pozostalych

chorych, niezaleznie od zastosowanej terapii.

4. Redakcja pracy
Przedlozona mi do oceny rozprawa na stopien doktora nauk medycznych jest cyklem
monotematycznych prac, w ktorych w Doktorantka jest pierwszym autorem. Na cykl prac
sklada si¢ jedna praca pogladowa (w jezyku polskim) i 2 prace oryginalne w jezyku
angielskim). Sg to:
/. Romaniuk W i wsp.: Inhibitory proteasomow w terapii onkologicznej., Post¢py
Higieny i Medycyny Doswiadczalnej, 2015, 69, 1443-1459,
IF 0769, MNiSW: 15 pkt
2. Romaniuk W i wsp: Proteasome 20S in Multiple MYeloma comparison of
concentration and chymotrypsin-like activity in plasma and serum. The Scandinavian
Jowrnal o fClinical and Laboratory Investigation, 2018, https://doi.org/10
1080/00365513.2018.1446219 , IF 1.446, MNiSW :20

3. Romaniuk W i wsp : High chymotrypsin-like activity in the plasma of patientswith
newly diagnosed multiple myelomatreated with bortezomib is predictive of a better
response and longer PFS. Annals of Hematology, 2018 ( in press), IF 3.083, MNiSW
30.

Laczna punktacja prac wigczonych do cyklu publikacji stanowigcych rozprawe doktorska

wynosi 65 pkt MNiSW, Laczny IF: 5.298.

Do cyklu publikacji Autorka zamiescita krotkie streszczenie przeprowadzonych badan,

ktore zawiera Wstep, Cel pracy, Material i Metody, Wyniki i Wnioski.

W dyskusjach zamieszczonych w opublikowanych pracach magister Wioletta
Romaniuk wszechstronnie omawia wyniki swoich badan w odniesieniu do prac innych

autorow zajmujacych si¢ podobnymi problemami badawczymi. Autorka wykazala si¢



krytycyzmem i znakomitg znajomoscig probleméw dotyczacych proteasomow i ich
inhibitoréw. Rozprawa doktorska mgr Wioletty Romaniuk jest naturalng konsekwencja badan
prowadzonych nad proteasomami i ich inhibitorami w chorobach rozrostowych krwi i uktadu
chlonnego. O do$wiadczeniach osrodka $wiadcza prace dotyczace tego zagadnienia
opublikowane w renomowanych czasopismach miedzynarodowych takich jak Leukemia Res,
Clin Biochem.

Whioski wynikaja z wykonanych badan, sa w pelni uzasadnione i klinicznie wazne.
Autorka cytuje prace polskich i angielskojezycznych —autorow, z uwzglednieniem
najnowszego pismiennictwa.

We wstgpie przygotowanego streszczenia autorka podata nieprawidlowg liczbe
klonalnych plazmocytow konieczng do rozpoznania szpiczaka mnogiego - 20%, zgodnie z
aktualnie obowiazujagcymi kryteriami IWMG wymagany odsetek klonalnych plazmocytow
wynosi 10%. Wprawdzie streszczenie to, nie jest sktadowa rozprawy doktorskiej, jednak

poniewaz zostalo zatgczone, zwrocitam uwage na tg istotng nieprawidlowosc.
Whiosek koncowy

Oceniajac rozprawe doktorska mgr Wioletty Romaniuk pragne stwierdzi¢, ze nie mam
zadnych zastrzezen merytorycznych odnosnie zatozen, celu podjetych badan i zastosowanych
metod badawczych. Uzyskane wyniki badan sg interesujace, warto$ciowe, mogag implikowac
korzysci kliniczne, pozwalaja na wysunigcie wnioskow odpowiadajacych postawionym
celom, wnosza nowe informacje do wiedzy dotyczacej proteasoméw, ich znaczenia

rokowniczego i udziatu w odpowiedzi terapeutycznej.

Przedstawiona do recenzji praca mgr Wioletty Romaniuk spelnia wszystkie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim, ma charakter poznawczy i duze implikacje
kliniczne. Mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku wysoce pozytywng recenzj¢ pracy, z wnioskiem o dopuszczenie

mgr Wioletty Romaniuk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



Jednoczes$nie biorgc pod uwage:
1. Warto$¢ merytoryczng pracy
2. Nowoczesng metodyke badan

3. Ogromny wklad pracy wlozony w wykonanie wszystkich oznaczen i staranne

opracowanie rozprawy

4. Umiejetno$¢ rozwigzywania trudnych probleméw naukowych i przeprowadzenia

krytycznej dyskusji wlasnych wynikéw badan w odniesieniu do pismiennictwa.

Zglaszam wniosek o wyréznienie pracy.
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