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Ocena rozprawy doktorskiej lek.med. Piotra Kuliga pt. ,,Epigenetyczne aspekty
mechanizmu dziatania bortezomibu, mechanizméw rozwoju lekoopornosci oraz
implikacje kliniczne dla rozwoju potencjalnych terapii adjuwantowych”.
wykonanej pod kierunkiem dr hab. n. med. Bartlomieja Baumert.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska dotyczy waznego problemu
klinicznego jakim jest dysfunkcja mikrosrodowiska szpiczaka plazmocytowego
(MM) na skutek dysregulacji proceséw epigenetycznych odpowiedzialnych za
ekspresje kluczowych zjawisk przekazywania informacji genetycznej, niezaleznej
od zmian w sekwencji nukleotydéw w krytycznych dla réwnowagi molekularnej
genéw. W ciggu ostatnich 20 lat zachorowalno$é na nowotwory hematologiczne
istotnie wzrosta. Liczba nowe rozpoznanych nowotworéw krwi u dorostych i
dzieci w Polsce wynosi ok. 9 tys. rocznie, co stanowi ok. 5,5% wszystkich
nowotworéw zlo§liwych w kraju. Grupa oséb, u ktérych rozpoznaje sie te
nowotwory jest bardzo szeroka, a ryzyko zachorowania wyraznie zwigksza si¢

powyzej 65. roku zycia. Jednak w ostatnich latach coraz czgsciej diagnoza jest



stawiana u mlodszych pacjentéw. Okoto polowa z nich jest nadal aktywna
zawodowo. Rozpoznanie choroby oraz podjecie leczenia pozwalajg na
zachowanie sprawnos$ci, ktéra bezposrednio przeklada sie na jakosé zycia
pacjentow.

Szpiczak plazmocytowy (SzP) jest drugim co do czesto$ci wystepowania
najczestszym nowotworem ztosliwym ukladu krwiotwérczego, odpowiedzialnym
za ponad 100 000 zgondéw na calym s$wiecie. Patogeneza SzP jest procesem
bardzo zlozonym i wcigz nie do konca poznanym. Od kilku lat obserwujemy
pozytywne zmiany w dostgpie polskich pacjentéow hematologicznych do
optymalnych terapii. Wprowadzono wiele lekéw celowanych, ukierunkowanych
na komodrki nowotworowe albo angazujacych ukfad immunologiczny do
skutecznej walki z choroba. Nowe leki pozwolily na skuteczng kontrole choréb
‘hematookologicznych, ktére coraz czesciej zyskujg miano chordb przewlektych.
Szeroki wachlarz dostgpnych terapii z jednej strony stanowi wyzwanie dla
systemu ochrony zdrowia, z drugiej rodzi wiele dylematéw klinicznyéh dla
lekarza hematologa min. jak najlepiej dobra¢ odpowiedni lek dla konkretnego
chorego. Istnieje niewatpliwa koniecznos¢ rozwoju terapii personalizowanych
oraz poszukiwanie czynnikOw ryzyka mechanizmow lekoopornosci oraz
niekorzystnego przebiegu  nowotworéw - hematologicznych z identyfikacjg
markeréw molekularnych pozwalajacych na lepsze zrozumienie molekularnej
onkogenezy i genetyki nowotworow krwi.

Obecnie szpiczaka plazmocytowego nie mozna wyleczyé, chociaz kliniczne
zastosowanie lekéw immunomodulujagcych (IMiD), inhibitoréw proteasomu,
przeciwcial ukierunkowanych na antygen CD38, BCMA a takze autologiczna
transplantacja komorek macierzystych (auto-SCT) znacznie wydluzyly czas zycia
chorych. W ostatnich latach wprowadzenie do terapii przeciwcial bispecyficznych
a w szczegoOlnosci terapii CART-wykorzystujacych  zmodyfikowane
(chimeryczne) limfocyty T zaprogramowane w ten sposob, zeby przekierowac ich
- naturalne dziatanie immunologiczne na aktywno$¢ antynowotworows, poprawito
. spektakularnie rokowanie w opornych na leczenie postaciach szpiczaka. Ponadto,
i "",'<wieloletnia obserwacja chorych ze szpiczakiem, po alloprzeszczepie komodrek

krwiotworczych (alloSCT) dostarcza mocnych dowodéw na istnienie efektu
przeSzczep przeciwko szpiczakowi, co moze poprawi¢ wyniki 1 zapewnié
mozliwos¢  wyleczenia podgrupy  pacjentow z nowo zdiagnozowanym
szpiczakiem plazmocytowym po alloSCT.



Rozprawa doktorska lek. Med. Piotra Kuliga oparta jest na wynikach
badan, sp6jnego tematycznie zbioru sktadajgcego si¢ z trzech oryginalnych prac
naukowych, w tym jednej pracy pogladowej, opublikowanych w recenzowanych
czasopismach naukowych.

Celem pracy bylo zbadanie potencjalnych aspektow wplywu inhibitorow
proteasomu na mechanizméw epigenetycznych w komdrkach szpiczaka
plazmocytowego, zdefiniowanie zaleznych od tych mechanizméw proceséw
lekoopornosci oraz okreslenie potencjalnych mechanizméw poprawiajgcych
efektywnos¢ terapeutyczng tej grupy lekow.

Rozprawe otwiera artykul pt. Epigenetic Alterations as Vital Aspects of
Bortezomib Molecular Action” — opublikowany w 2023 roku w czasopismie
Cancers (IF- 5,2). Jest to praca pogladowa, ktora prezentuje aktualny stan wiedzy
na temat molekularnej roli bortezomibu w procesach epigenetycznych,
potencjalnie odpowiedzialnych za modyfikacje metylacji DNA, metylacji i
acetylacji histonow, procesy ,,splicingu” RNA, transkrypcji i translacji oraz
remodelingu chromatyny w komoérkach plazmatycznych. W publikacji Autor
uwzglednil niemal wszystkie dostepne w 2023 roku publikacje traktujgce o
epigenetycznych aspektach dziatania BTZ, mechanizmach kreujgcych opornosé¢
na BTZ oraz kluczowych sposobach jej przezwyciezania. Selekcja artykulow
zostala przeprowadzona przez przeszukanie dostgpnych baz naukowych min.
PubMed, Scopus, Web of Science, Google Scholar.

Kolejna publikacja pt. ,, 5-Aza-2’-Deoxycytidine Alters the Methylation Profile
of Bortezomib-Resistant U266 Multiple Myeloma Cells and Affects Their

- Proliferative Potential ,, w International Journal of Molecular Sciences (IF-5,6)

» jest pracg doswiadczalng. Do eksperymentu wykorzystano komoérki MM linii
U266, ktore w okreslony sposob inkubowane byly z BTZ oraz azacytydyna
(AZA). W trakcie eksperymentu izolowano DNA komorek plazmatycznych linii

-+ U266 oraz wykonano analiz¢ profilu metylacji. Wyniki zebrano i opracowano z

wykorzystaniem stosownych programéw statystycznych. Autor min. ocenial
7 potencjat proliferacyjny komérek MM linii U266. Dokonat analizy profilu stopnia

... metylacji w okreslonych punktach czasowych pasazowanych komoérek z BTZ i

inhibitorem metylacji. Jednocze$nie wykonal analize¢ GSEA (Gene Set
Enrichment Analysis) identyfikujac ponad 20 istotnych statystycznie proceséw



‘ukazujacych geny z obnizonym poziomem metylacji w komdrkach inkubowanych
'z BTZ i inhibitorem BTZ w porownaniu do komorek traktowanych samym BTZ.

Trzecia pracg cyklu jest artykul pt. ,Vitamin D and K Suplplementation Is
Associated with Changes in the Methylation Profile of U266-Multiple Myeloma
Cells, Influencing the Proliferative Potential and Resistance to Bortezomib.
opublikowany biezacym roku w czasopiSmie Nutriens. (IF 5,9) W pracy
Doktorant ocenia efekt suplementacji Vitaminy D i K na zmiany epigenetyczne,
ktore maja bezposredni wptyw na potencjat proliferacyjny plazmocytow. W
modelu doswiadczalnym ujawnia zmiany i globalny wzrost poziomu metylacji w
komorkach szpiczaka opornych na BTZ, inkubowanych z VD jak réwniez w
potaczeniu VK. Autor, rownolegle identyfikuje geny o zmienionym poziomie
metylacji, odpowiedzialne za niestabilno$¢ molekularng, proliferacje czy
progresj¢ w szpiczaku plazmocytowym oraz wielu nowotworach uktadu
| krwiotwérczego. Doktorant wskazuje na role kilku genow min. ARHGAP26,
' MYHI10, czy CLEC12B, ktorego obserwowane w eksperymencie zaburzenia
| - funkcji wigzg si¢ z progresja wielu nowotworéw. W podsumowaniu Autor zwraca

. uwage na potencjalna role Vitaminy D i K, ich bezposredni wptyw na procesy
metylacji kluczowych dla onkogenezy badanych gendéw oraz role VD i VK
ograniczajaca potencjat proliferacyjny komorek szpiczaka plazmocytowego.
Wszystkie prezentowane prace sg bardzo interesujace oraz posiadajg istotne
walory poznawcze. Dostarczaja wielu nowych, wartosciowych obserwacji
klinicznych dotyczacych potencjalnych korzysci z terapii adjuwantowej VD i VK
chorych z SzP. Recenzowane prace, odnoszg si¢ do niestabilno$ci genetycznej
nowotorowych plazmocytéw, ktéra wynika min. z globalnej metylacji badanych
gendw oraz ujawnia podioze molekularne, ktére ma bezposredni wplyw na
niepomyslny, agresywny przebieg szpiczaka. W moim odczuciu, jest to zbior
inspirujgcych nowych odkry¢ w molekularnym, epigenetycznym krajobrazie
fji‘oceséw transformacji oraz nowotworzenia, a wyniki przeprowadzonych badan
- moga by¢ wykorzystane do poszukiwan nowych metod leczenia tym bardziej, ze
jak pokazuje praktyka kliniczna ostatnich lat w leczeniu szpiczaka dominuje

nowoczesna immunoterapia. Nalezy jednoczesnie podkresli¢, ze ilos¢ informacji,
ich jakos¢, jakos$¢ opracowania statystycznego jest imponujgca, a wartosé

merytoryczna pracy jest nie do podwazenia



- Publikacje naukowe lek. med. Piotra Kuliga sg fragmentem duzego projektu

- naukowego, ktorego od wielu lat gtéwnym pomyslodawca i architektem jest

e promotor pomocniczy recenzowanej pracy doktorskiej Profesor Boguslaw
Machalinski. Dzigki wieloletniej wspotpracy Kliniki Hematologii UM w
Szczecinie oraz osobistym kontaktom naukowym profesora Bogustawa
Machalinskiego oraz profesora Bartlomieja Baumerta z wieloma krajowymi i
europejskimi osrodkami naukowymi, zebrano i opublikowano unikalne w skali
miedzynarodowej doswiadczenia opisujace mechanizmy epigenetycznych
“proceséw wielolekowej opornosci czy mechanizméw toksycznosci inhibitorow
proteasomu ktore miedzy innymi dotycza powszechnie wystepujacej
polineuropatii w grupie leczonych chorych na szpiczaka. Ze swej strony dodam,
iz w dobie terapii opartych na lekach celowanych z grupy min. inhibitoréw biatek
proteasomu opublikowane przez Doktoranta obserwacje moga mieé kardynalne
znaczenie terapeutyczne w niedalekiej przysztosci.
‘W tym kontekscie wybor tematu rozprawy doktorskiej lek. med. Piotra

‘Kuliga uznaj¢ za aktualny i uzasadniony naukowo.

Wstep rozprawy jest bardzo szczegélowym i obszernym opisem aktualnej
wiedzy, obejmujacym epidemiologie¢ oraz obraz Kkliniczny i terapeutyczny
szpiczaka plazmocytowego. Autor w interesujacy sposob omawia mechanizmy
dziatania bertezomibu (BTZ), pierwszej generacii selektywnego i odwracalnego
inhibitora  podjednostki 26S proteasomu, odpowiedzialng za
wewnatrzkomorkowa degradacje ubikwitynizowanych biatek. Nastepnie skupia
si¢ nad rozwojem i postgpem badan klinicznych z wykorzystaniem BTZ. Opisuje
precyzyjnie wlasciwosci farmakokinetyczne oraz bezpieczenstwo i potencjalne
. dziatania niepozadane BTZ w oparciu o wyniki badan. Dalej, omawia
; ~mechanizm dziatania BTZ ich podloze molekularne oraz charakteryzuje
» prgdyspozycj'e genetyczne do wystgpienia okreslonych postaci tego nowotworu.

W rozdziale tym dos¢ szczegdlowo opisane zostaly molekularne czynniki ryzyka
oraz nowoczesne techniki ich wykrywania. Umiej¢tnos¢ wigzania informacji z
roznych dziedzin biologii z obserwacjami klinicznymi jest cennym atrybutem
wskazujacym na szerokg wiedze z odpowiednim 1gczeniem faktow przez
Doktoranta.

Uwazam, ze wstep rozprawy wyczerpujaco wprowadza w problematyke

podjeta w badaniach.



W celu pracy Autor prezentuje poprawnie formutowane hipotezy badawcze,
wyrozniajgc trzy podstawowe problemy badawcze, ktérych rozwigzanie pozwoli
w zalozeniu Doktoranta, uzyskaé precyzyjng odpowiedz na postawione zalozenia
1 tezy rozprawy doktorskiej. Postawiony cel pracy obejmuje zroéznicowane, lecz
spdjne zagadnienia. Wskazuje to na dobre, wieloptaszczyznowe zorientowanie
Doktoranta w zakresie zaplanowanych badan i jest odpowiednim punktem
wyjscia do przeprowadzenia eksperymentdw oraz zaprojektowanej analizy
danych klinicznych z wynikami przeprowadzonych badan naukowych.
Postawione hipotezy badawcze sg ciekawe, a ich analiza moze po dalszych
doglebnych badaniach stanowi¢ istotng wartos¢ o charakterze klinicznym.

Material i metody zostaly opisane z dbaloscig o szczegdly. Opis procedur
badawczych umieszczony w opublikowanych pracach oryginalnych jest
klarowny. Metodyka, na ktoérej oparto czes¢ badawcza pracy jest bardzo
nowoczesna i dobrana adekwatnie do realizacji zalozonych celow pracy. W
rozdziale tym, Doktorant umiescit zestawienie badan wykonywanych w trakcie
realizacji statystycznej analizy poszczegolnych eksperymentow.

Whioski oparte s3 w pelni na uzyskanych wynikach wskazujac, ktére z nich
stanowia najistotniejsze osiggni¢cia pracy badawczej sktadajacej si¢ na rozprawe
doktorskg. Wykonane podsumowanie jest zwigzle zawierajgce ogolne.
spostrzezenia jak rowniez sugestie Autora dotyczace potencjalnej mozliwosci
praktycznego wykorzystania uzyskanych wynikow.

... Dyskusja stanowi bardzo obszerny fragment ocenianej rozprawy i zostata

.- przeprowadzona w opublikowanych pracach w sposob rzeczowy, zarowno w

- oparciu o wlasng wiedze jak i infbrmacje pochodzace z najnowszej Swiatowe]j
literatury, co $wiadczy o dojrzatoéci badawczej Doktorantki oraz wysoce
merytorycznej opiece Promotorow. Catos¢ badan z odnoszaca si¢ do nich
dyskusja zebrana jest w trzech opublikowanych artykutach naukowych, o
istotnym wspoétczynniku wptywu (IF-16,7- dla calosci zaprezentowanych prac).
W mojej ocenie Doktorant w sposéb przemyslany laczy fakty i konsekwentnie
“stara sie interpretowaé uzyskane wyniki majac na uwadze postawione hipotezy

badawcze. Na uwage zastuguje wykonana przez Autorke interpretacja



~uzyskanych wynikéw, ich trafne wytlumaczenie oraz przeprowadzenie
nieschematycznych podsumowan.

Recenzowana rozprawa zawiera streszezemie w jezyku polskim
1 angielskim. Rozdzial ten obejmuje niezbedng charakterystyke dotyczaca zatozen
badawczych podejmowanych w pracy, uzyskanych wynikéw oraz ich interpretacji

- w odniesieniu do uwarunkowan klinicznych. Rozdzial, cho¢ umieszczony na
“koncu dysertacji, umozliwia szybkie zorientowanie sie w zakresie pracy
- badawczej oraz celowosci podjecia opisanych i opublikowanych badan

Podsumowujae, stwierdzam, ze Doktorant w pelni wypehlil zadania, jakie
v zostaly postawione w celu pracy. Istotnym osiggnieciem ocenianej dysertacji jest
. réwniez umiejetno$é wykazania sie przez Autora naukowa pokora, wobec

- réznorodnosci obserwowanych zdarzen klinicznych, konfrontowanych z dobra
‘praktyka medyczna. Poprzez swa nietypowo$¢ nie mogg one byé objete analiza
statystyczng a wymagaja rownie nietypowych, indywidualnych decyzji
klinicznych w odniesieniu do trudnej diagnostyki molekularnej i terapii szpiczaka
- plazmocytowego.  Doktorant  wykazal  bardzo  dobre  zorientowanie
w -aktualnych doniesieniach literatury $wiatowej dotyczacej zaplanowanych
- badan. Interpretacja wynikéw jest odpowiednia jak réwniez na uznanie zastuguje
umiejgtnds’é‘ powsciagliwego i odpowiedzialnego wyprowadzenia wnioskow.
Wartos$¢ pracy i1 uzyskanych wynikow badan Doktoranta, potwierdzona zostata
akceptacja miedzynarodowego srodowiska naukowego oraz ich publikacja w
renomowanych czasopismach o wysokim wspotczynniku wplywu.

Rozprawa doktorska lek. med. Piotra Kuliga jest opracowaniem
- spetniajacym wszystkie warunki wymagane odpowiednig ustawg - art.13 Ustawy

z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach 1 tytule w  zakresie sztuki. (Dz.U.2016, poz. 832
z poézn.zm.) - dla dysertacji doktorskich. Praca ma charakter poznawczy

_ -1 niewatpliwie posiada niezwykle ciekawe implikacje kliniczne. Stanowi réwniez

: podstawe do dalszych badan laboratoryjnych i klinicznych.

-,,W_,,r_nojej ocenia zasluguje na wyroéznienie z uwagi na wyjatkowo wysoki poziom
Ana,ukqu, ogromny wktad pracy wlozony w zebranie wszystkich danych i
f“sftaranne opracowanie rozprawy, nowoczesng metodyke badan, umiejetnosé



rozwigzywania trudnych probleméw naukowych oraz przeprowadzenia
krytycznej dyskusji wiasnych wynikow badan w odniesieniu do piSmiennictwa.
Zglaszam wniosek o wyrdéznienie pracy

Z calg pewnoscig praca lek. Med. Piotra Kuliga jest jedng z najlepszych
ocenianych przeze mnie dysertacji doktorskich. Ogdlny dorobek naukowy z
uwzglednieniem ocenianej pracy stanowi znakomitg podstawe kolejnego bardzo
szybkiego awansu naukowego Autora.

Mam zaszczyt przedstawié Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie wysoce pozytywng recenzj¢ i wnosze o
dopuszczenie lek. med. Piotra Kuliga do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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