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Recenzja rozprawy
na stopien doktora nauk medycznych
lek. Piotra Kuliga
pt ”Epigenetyczne aspekty mechanizmu dzialania bortezomibu, mechanizméw rozwoju
lekoopornosci oraz implikacje kliniczne dla rozwoju potencjalnych terapii

adjuwantowych”

Zgodnie z uchwala Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie z dnia 30.01.2024r, o powolaniu mnie na recenzenta

w/W rozprawy mam zaszczyt przedstawi¢ swojg opinie.

1. Warto$é celu badawczego

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska dotyczy waznego problemu medycznego
jakim s3 epigenetyczne aspekty mechanizmu dzialania bortezomibu (BTZ), molekularne
mechanizmy prowadzace do rozwoju lekooporno$ci na inhibitory proteasomu oraz
poszukiwanie potencjalnych mozliwosci zwigkszenia skutecznosci przeciw szpiczakowej tego
leku u chorych na szpiczaka plazmocytowego (MM). Proteasom jest kompleksem enzyméw
proteolitycznych, ktérego podstawowa funkcja jest degradacja bialek zwigzanych z
ubikwityng. Substratami dla proteasomu sa m.in. mediatory szlakéw metabolicznych, ktére w
klonalnych plazmocytach sa zaburzone. Zablokowanie proteasomu uposledza aktywnosé
Jadrowego, czynnika transkrypcyjnego i prowadzi do apoptozy komorek. Uwaga badaczy
skupia si¢ obecnie na analizie modyfikacji epigenetycznych m.in. zmian w metylomie oraz
badaniu tzw niekodujagcego RNA, ktore z jednej strony wplywajg na cytotoksyczne
wlasciwosci leku, ale z drugiej strony sprzyjaja wystapieniu opornosci na ten lek. Pierwszym
inhibitorem proteasomu zastosowanym w terapii chorych na szpiczaka plazmocytowego byt
bortezomib. Wg Durie zastosowanie bortezomibu bylo kamieniem milowym w leczeniu
chorych na szpiczaka plazmocytowego i zmienilo paradygmat leczenia tej choroby. Badania

wykazaly bowiem, ze bortezomib wykazuje silne dzialanie hamujgce, nawet w opornych



liniach szpiczakowych, zwigksza aktywno$¢ przeciwnowotworowsg deksametazonu 1
przelamuje opornos¢ komorek szpiczakowych m.in. na doksorubicyne i melfalan.

Gtéwnym celem przedstawionej mi do recenzji pracy bylo badanie modyfikacji
epigenetycznych i modyfikacji histonéow w aspekcie mechanizmoéw dziatania bortezomibu i
rozwoju opornosci na lek u chorych na szpiczaka plazmocytowego. Doktorant otrzymat
réwniez za zadanie poszukiwanie sposobéw terapii adjuwantowe] majacej na celu
przetamania tej opornosci i wzmocnienie przeciwnowotworowego dziatania bortezomibu. Tak
wiec problemy i pytania postawione przez Doktoranta sg klinicznie bardzo wazne, naukowo,

u chorych na szpiczaka plazmocytwego, niedostatecznie opracowane.

2. Poprawnos¢ metodyczna

Doktorant przeprowadzit dwa eksperymenty in vitro. Do badania wykorzystano komérki
MM linii U266, ktére byly inkubowane w odpowiednim medium z bortezomibem w stezeniu
2,75 oM, oraz inhibitorem metylacji 5-Aza-2-deoksycytydyna (AZA) w stezeniu 1 pM.
Przeprowadzono izolacje DNA oraz analize proliferacji po kazdej inkubacji komérek z
bortezomibem i/lub azacytydyna. Badano rozwdj opornosci na bortezomib i wplyw
azacytydyny na potencjat proliferacyjny komorek szpiczaka.

Dodatkowo  sprawdzano, czy potencjalnie powstale zmiany epigenetyczne sa
przekazywane komorkom potomnym. W tym celu wyizolowano DNA 2z komérek
pasazowanych, do medium pozbawionego bortezomibu i azacytydyny. Przeprowadzono
izolacj¢ DNA i analize mikromacierzy metylacji. Zwieiczeniem eksperymentu byta analiza
bioinformatyczna.

W drugim eksperymencie zastosowano komérki tej samej linii. Na potrzeby badania
wyloniono 4 podgrupy: D, BTZ, DK, BTZ-DK w kt6rych stosowano odpowiednio: (1) vit
D3, (2) bortezomib, (3) vit D3 i vit K2 réwnoczesénie, oraz (4) bortezomib, vit D3 i vit K2
rownoczesnie

Zastosowane metody s nowoczesne, prawidlowo zaprogramowane i obejmujg swym
zakresem postawione przez Doktoranta cele pracy. Jakos¢ wykonanych oznaczen jest
satysfakcjonujgca, obrazuje ogrom wykonanej pracy i wskazuje na bardzo wysoki standard
warsztatu badawczego, w ktérym praca ta powstata.

Analiza uzyskanych wynikéw jest wszechstronna, wnikliwa i daje odpowiedz na problemy

ujete w celach pracy.



3. Znaczenie naukowe i praktyczne wnioskéw wynikajgcych z przeprowadzonych
badan

W wyniku przeprowadzonych badan Doktorant dowiodt, ze po trzecim pasazu komorki
linii szpiczakowej inkubowane z BTZ staly si¢ oporne na lek, a ich aktywno$¢ proliferacyjna
byla podobna jak komoérek linii U266. Ponadto wykazano, ze oporne na BTZ komorki linii
szpiczakowej w Srodowisku BTZ i AZA wyraznie zmniejszaly proliferacje wraz ze
zwigkszeniem dawki AZA, przy czym najmniejszy poziom proliferacji wystepowal przy
zastosowaniu najwyzszej dawki AZA. Trzykrotne inkubowanie komdrek szpiczaka z AZA
zmniejszalo proliferacje komodrek opornych na BTZ o okoto 72%. Analize profilu metylacji
przeprowadzono po drugim i trzecim oraz 10 dni po trzeciej inkubacji komérek U266 z BTZ.
Doktorant, dzigki analizie bioinformatycznej udowodnil po drugim i trzecim pasazu,
odpowiednio 301 miejsc i 2996 miejsc ze zmieniong metylacja w komorkach wezesniej
inkubowanych BTZ i inhibitorem metyzacji, w poréwnaniu z komoérkami pasazowanymi
wylgcznie BTZ. Eksperyment wykazal réwniez, ze po drugim i trzecim pasazu komérek MM
z BTZ i AZA wystepuja réznice w zakresie wzorca metylacji genu ORAI3, ktbrego
nadmierna ekspresja jest zwigzana z opornoscig na chemioterapie. Istotng klinicznie wydaje
si¢ obserwacja dotyczaca r6znic w statusie metylacji genu MIR21 wigzanego z opornoscia na
leczenie w niektorych nowotworach litych. Zaobserwowane zmiany mogg w istotny sposéb
indukowa¢ opornos¢ na bortezomib.

Ponadto eksperyment przeprowadzony przez Doktoranta wykazat, ze zmiany w metylacji
DNA s trwale i przekazywane do komoérek potomnych. Z punku widzenia klinicysty jest to
bardzo wazna informacja, ktora moze przetozy¢ si¢ bezposrednio na opracowanie strategii
leczenia chorego na MM. Analiza bioinformatyczna przeprowadzona po 10 dniach po trzecim
pasazowaniu BTZ i AZA wykazala niewielkie roznice w poréwnaniu do wynikéw
uzyskanych po trzecim pasazowaniu.

W kolejnym eksperymencie Doktorant wykazat, z¢ w komorkach linii szpiczakowe;
wrazliwych na bortezomib, vit D i vit K wykazywaty dzialanie synergistyczne z inhibitorem
proteasomu. Zaréwno vit. D jak i vit. K, ze wzgledu na udokumentowane dzialania
immunomodulujgce, mogg mie¢ niekwestionowane znaczenie w terapii -adjuwantowej guzéw
litych i nowotworéw hematologicznych, stad wlaczenie tych witamin do eksperymentu bylo
uzasadnione i poszerzyto nasza wiedze dotyczaca mozliwosci zwalczania opornosci na BTZ.
Eksperyment wykazal, ze po dodaniu witamin do medium hodowlanego uzyskiwano
zmnigjszenie proliferacji komérek MM U 266 opornych na bortezomib. Bardzo cenna

obserwacja dotyczy faktu, ze suplementacja vit D i vit K zwieksza metylacje w komorkach



szpiczaka zaro6wno kontrolnych jak i opornych na BTZ, inkubowanych z vit D lub w
polaczeniu vit D z vit K. Moze to oznaczaé, ze komorki oporne na BTZ hodowane w medium
wzbogaconym vit D i vit K. moga odzyska¢ wrazliwos¢ na inhibitor proteasomu. Ponadto w
eksperymencie zostaly zidentyfikowane geny zwigzane 2z onkogeneza i progresjg
nowotwordéw, o istotnie zmienionych poziomach metylacji np. gendw NTNI i MYHIO.
Ciekawa obserwacja dotyczy genu CLCI12B, ktérego niska ekspresja jest zwigzana z
progresja nowotworu. Doktorant wykazat, ze w komorkach szpiczaka zarowno kontrolnych
jak 1 opornych na BTZ ekspresja tego genu jest mniejsza w poréwnaniu do komorek

inkubowanych z vit D i vit K.

4. Redakcja pracy

Przedlozona mi do oceny rozprawa na stopien doktora nauk medycznych sklada sie¢ z
cyklu monotematycznych prac, w ktorych w Doktorant jest pierwszym autorem ( publikacja
1), lub réwnorzednym pierwszym autorem ( publikacja 2 i 3). Na cykl prac sktada si¢ jedna
praca pogladowa i 2 prace oryginalne, wszystkie prace w jezyku angielskim. Sg to:

1. Kulig P, Luczkowska K, Bakinowska E, Baumert B, Machalinski B.: Epigenetic
Alterations as Vital Aspects of Bortezomib Molecular Action. Cancers 2024, 16,84,
IF 5,2; MEiN 200.

2. Luczkowska K*, Kulig P*, Rusifiska K, Baumert B, Machalifiski B.: 5-Aza-2’-
Deoxycytidine Alters the Methylation Profile of Bortezomib-Resistant U266 Multiple
Myeloma Cells and Affects Their Proliferative Potential. Int. J Mol. Sci, 2023, 24,
16780. IF 5,6; MEN 140 pkt.

3. Luczkowska K*, Kulig P* Baumert B, Machalinski B.: Vitamin D and K
Supplementation Is Associated with Changes in the Methylation Profile of U266-
Multiple Myeloma Cells. Influencing the Proliferative Potential and Resistance to

Bortezomib. Nutrients 2024, 16, 142, IF 5,9; MEiN 140 pkt.

Laczna punktacja prac wigczonych do cyklu publikacji stanowigcych rozprawe doktorska
wynosi 480 pkt MEIN; 1aczny IF:16,7.
Do cyklu publikacji Autor zamiescit krotkie streszczenie przeprowadzonych badan, ktére
zawiera Wstep, Cel pracy, Metodologie, Wyniki, Dyskusje i Wnioski.

W dyskusjach zamieszczonych w opublikowanych pracach lekarz Piotr Kulig
wszechstronnie omawia wyniki swoich badan w odniesieniu do prac innych autoréw

zajmujacych si¢ podobnymi problemami badawczymi. Autor wykazal sie krytycyzmem i



znakomitg znajomos$cig problemdéw dotyczgcych epigenetycznych aspektow mechanizmu
dziatania bortezomibu, mechanizmoéw rozwoju lekoopornosci i mozliwosci zastosowania
potencjalnych terapii adjuwantowych. Rozprawa doktorska lekarz Piotra Kuliga jest
naturalng konsekwencjg badan tych probleméw w chorobach rozrostowych krwi i uktadu
chtonnego. O doswiadczeniach osrodka i Badacza swiadczg prace dotyczace tych zagadnien
opublikowane w renomowanych czasopismach mi¢dzynarodowych takich jak Nutriens 2023;
Scientific Reports 2021; International Journal of Molecular Sciences 2022; Leukaemia
Lymphoma 2021; Sciences Report 202; Cancers 2023.

Whioski wynikaja z wykonanych badan, sa w pelni uzasadnione i klinicznie wazne.
Autor cytuje prace polskiego i angielskoj¢zycznych autorow, z uwzglednieniem najnowszego
piSmiennictwa.

W zalgczonym streszczeniu przedstawionym jako omoéwienie cyklu publikacji jest
wiele bledéw edycyjnych, gramatycznych, zdan bedacych ,kalkg” jezyka angielskiego.
Wprawdzie streszczenie to, nie jest elementem Rozprawy Doktorskiej, jednak poniewaz

zostalo zalaczone zwrécitam uwage na te nieprawidtowosci.

Autor zalgczyl odwiadczenia wspotautoréw o ich udziale w przedstawionych pracach.
W mojej ocenie oswiadczenie pierwszej Autorki publikacji nr 2 i nr 3 winno byé
sformulowane w sposob nie budzacy watpliwosci, ze Doktorant ma réwnorzedny wkiad w
powstale publikacje, tzn: wklad pierwszej Autorki polegal na wspOlnym z doktorantem
opracowaniu metodologii, wspétuczestniczeniu w analizie formalnej, wspolnym pisaniu

manuskryptu i wsp6lnym przygotowaniu rycin oraz pozyskaniu funduszy.

Whiosek koncowy

Oceniajac rozprawg doktorska Piotra Kuliga pragne stwierdzi¢, ze nie mam zadnych
zastrzezen merytorycznych odnosnie zalozefi, celu podjetych badan i zastosowanych metod
badawczych. Uzyskane wyniki badan sa interesujace, wartosciowe, moga implikowaé
korzysci kliniczne, pozwalaja na wysuni¢cie wnioskéw odpowiadajgcych postawionym
celom, wnoszag nowe informacje do wiedzy dotyczacej epigenetycznych aspektéw
mechanizmu dziatania bortezomibu, rozwoju lekoopornosci i mozliwosci zastosowania terapii

adjuwantowych.

Przedstawiona do recenzji praca Lekarza Piotra Kuliga spelnia wszystkie wymagania
stawiane rozprawom doktorskim, ma charakter poznawczy i duze implikacje kliniczne. Mam

zaszezyt przedstawi¢c Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Medyczne Pomorskiego



Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie ‘wysoce pozytywng recenzjg pracy, z wnioskiem o
dopuszczenie Lekarz Piotra Kuliga do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.

Jednoczesnie biorae pod uwage:
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Umlc_pe;tnosc rozquywama trudnych probleméw. naukowych i przeprowadzema
krytycznej dyskus_]x wlasnych wymkow badan w odniesieniu do piémiennictwa.

Zgla zam wniosek o wyrézmeme cum laud° pracy.
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