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OCENA

ROZPRAWY NA STOPIEN DOKTORA NAUK MEDYCZNYCH
Lek. Piotra Kuliga
pt. ” Epigenetyczne aspekty mechanizmu dziatania bortezomibu, mechanizméw
rozwoju lekoopornosci oraz implikacje kliniczne dla rozwoju potencjalnych

terapii adjuwantowych”

Bortezomib jest inhibitorem proteasoméw stosowanym w leczeniu szpiczaka
plazmocytoego, najczesciej w potaczeniu z innymi lekami, takimi jak daratumumab, lenalidomid
lub talidomid. Duza skutecznos¢ zahamowania proteasoméw w szpiczaku plazmocytowym wigze
sie z znacznym obrotem biatkowym zwigzanym z nadprodukcjag monoklonalnych immunoglobulin,
co prowadzi do akumulacji biatek w nowotworowych plazmocytach, to zas indukuje
zaprogramowang smier¢ komorki (apoptoze).

Zmiany epigenetyczne odgrywajg role w rozwoju i postepie szpiczaka plazmocytowego, co
moze wskazywac na nowy obszar terapeutyczny. Zbadano kilka terapii epigenetycznych u chorych
na szpiczaka plazmocytowego. Inhibitory deacetylazy histonéw (HDAC) dziatajg poprzez
blokowanie aktywnosci deacetylaz histondéw, enzymdw usuwajgcych grupy acetylowe z biatek
histonéw, co prowadzi do bardziej skondensowanej struktury chromatyny i zmniejszenia ekspresji
gendw. W badaniach klinicznych dotyczacych szpiczaka plazmocytowego badano leki takie jak
worinostat i panobinostat. Ten ostatni byt taczony z bortezomibem. Inne terapie to min.: inhibitory
metylotransferazy DNA, inhibitory bromodomeny i domeny pozaterminalnej (BET) oraz inhibitory
metylotransferazy histonowej. Poza panobinostatem zadne leczenie epigenetyczne nie zostato
zarejestrowane. Panobinostat w potgczeniu z bortezomibem i deksametazonem okazat sie dosé
toksyczny i ze wzgledu na rozwdj innych bardziej skutecznych i lepiej tolerowanych terapii jest

rzadko stosowany w praktyce klinicznej.
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Co ciekawe, wykazano, ze bortezomib, oprécz swojego gtéwnego mechanizmu dziatania,
wywiera dziatanie epigenetyczne. Badania sugerujg, ze bortezomib moze indukowaé zmiany w
ekspresji gendw poprzez mechanizmy epigenetyczne. W szczegdlnosci stwierdzono, ze bortezomib
wptywa na acetylacje histondéw i metylacje DNA, czyli dwie kluczowe modyfikacje epigenetyczne
regulujace ekspresje genéw. Wywotane przez bortezomib zmiany we wzorcach metylacji DNA
mogg prowadzi¢ do zmiany ekspresji gendw zaangazowanych w progresje nowotworu i opornos¢
na leki. Tak wiec epigenetyczne efekty bortezomibu mogg przyczyni¢ sie do jego dziatania
przeciwnowotworowego poprzez wptyw na ekspresje gendw kluczowych dla przezycia i proliferacji
komodrek szpiczaka plazmocytowego. W charakterystyke epigenetycznych aspektéw mechanizmu
dziatania bortezomibu, mechanizmdéw rozwoju lekoopornosci oraz idacych za tym implikacji
klinicznych wpisuje sie przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska.

Celem pracy byto poszerzenie wiedzy na temat epigenetycznych aspektdw mechanizmu
dziatania bortezomibu na komérki szpiczaka, zdefiniowanie, zaleznych od modyfikacji
epigenetycznych, mechanizméw rozwoju lekoopornosci na bortezomib, poszukiwanie
potencjalnych zwigzkéw zwiekszajgcych skutecznos¢ bortezomibu w terapii  szpiczaka
plazmocytowego.

Przedstawiona do recenzji rozprawa jest cyklem publikacji sktadajagcym sie z trzech
spojnych tematycznie artykutdow naukowych, w tym jednej pracy pogladowe] (Publikacja 1) oraz
dwadch prac oryginalnych (Publikacje 2 i 3). W jednej publikacji doktorant jest pierwszym autorem
(Publikacja 1), natomiast w dwdch pozostatych publikacjach, rGwnorzednym, pierwszym autorem
(Publikacje 2 i 3).
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3. tuczkowska, 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.

Sumaryczny wspoétczynnik Impact Factor prac przedstawionych w ramch cyklu publikacji
wynosi 16,7 (sumaryczna liczba punktéw Ministerstwa Edukacji i Nauki: 480).

Pierwsza praca z cyklu jest artykutem poglagdowym podsumowujgcym aktualne prace
oryginalne dotyczgce epigenetycznych aspektéw mechanizmu dziatania bortezomibu, rozwoju
opornosci na bortezomib oraz metod ich przezwyciezania.

Do najwazniejszych wynikéw prac oryginalnych mozina zaliczy¢ wykazanie rdéznic w
metylacji po inkubacji komdrek linii U266 bortezomibem lub inhibitorem metylacji. Okreslono
zmiany metylacji w genach FBXW?7 oraz ORAI3 mogg wptywac na rozwdj opornosci na bortezomib.
Analiza GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) pozwolita na zidentyfikowanie 20 istotnych
statystycznie Sciezek przekazywania sygnatu, ktorych geny wykazywaty obnizony poziom metylacji
w komorkach traktowanych bortezomibem i inhibitorem metylacji w poréwnaniu z komdérkami
hodowanymi z samym bortezomibem. Dotyczg one splicingu RNA, deacetylacji biatek, regulacji
modyfikacji histondw i deacetylacji histondéw, ktore sg istotne przy rozwdju opornosci na inhibitory
proteasomow. Z istotnych obserwacji wykazano hipometylacje genéw FBXL6, CLRN3 i PMP2 w
komérkach opornych na bortezomib w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi.

Ciekawa jest analiza wptywu witaminy D3 oraz witaminy K na redukcje proliferacji komérek
szpiczakowych. Co wiecej w komdrkach wrazliwych na bortezomib obie witaminy wykazywaty
dziatanie synergistyczne z inhibitorem proteasomdw, a w hodowli komdérek MM U266 opornych na
bortezomib dodanie witamin do medium hodowlanego skutkowato zmniejszeniem proliferacji w
poréwnaniu do kontrolnych komérek szpiczaka plazmocytowego

W analizie wptywu witamin D3 oraz K zidentyfikowano 36 miejsc hipometylowanych i 769

miejsc hipermetylowanych. Do najistotniejszych zmian w trakcie inkubacji jedynie z witaming D
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zaliczono hipometylacje genéw CLEC12B i BAMBI, ktére odpowiadajg za hamowanie proliferacji

komdrek nowotworowych. Zaobserwowano réwniez wzrost poziomu metylacji genéw NTNI i

MYH10 zwigzanych z progresjg nowotworéw

Wyniki analiz poddano walidacji za pomocg techniki gRT-PCR, wykazujagc modulacje

ekspresji gendw ARHGAP26, MYH10, PMP2, RFX8, BAMBI, CLEC12b przez metylacje. W odniesieniu

do wptywu badanych witamin na wrazliwg na bortezmib linie szpiczaka U266, istotng obserwacjg

jest niemal 60% spadek ekspresji genu MYH10 i jednocze$nie 73% wzrost ekspresji genu CLEC12b.

Dodatkowo, po trzykrotnej ekspozycji na witaminy zaobserwowano 70% wzrost ekspresji genu

RFX8 w porédwnaniu z komdrkami kontrolnymi.

Na podstawie uzyskanych wynikédw i przeprowadzenia dyskusji Doktorant sformutowat 5

whnioskow:

1. Modyfikacje epigenetyczne, takie jak zmiany w profilu metylacji, ncRNA oraz
modyfikacje histonéw, sg istotnym aspektem mechanizmu dziatania bortezomibu.

2. Cytotoksyczne wtasciwosci czasteczki bortezomibu sg przede wszystkim
zwigzane z globalnym spadkiem metylacji w komdrkach nowotworowych eksponowanych
na lek. Jednoczesnie, rozwéj opornosé na bortezomib jest rdwniez zwigzana ze zmianami w
metylomie.

3. Zastosowanie inhibitorow metylacji, zwtaszcza AZA, w terapii MM ma
podstawy patofizjologiczne. Po pierwsze, ze wzgledu na dziatanie synergistyczne z
bortezomibu, AZA moze stac sie sktadowg schematéw leczenia opartych o bortezomib. Po
drugie, AZA ma potencjat do resensytyzacji opornych komérek MM na bortezomib oraz
wykazuje dziatanie cytotoksyczne wzgledem opornych klonéw, co czyni jg potencjalnym
kandydatem do zastosowania w kolejnych liniach leczenia.

4, Witaminy D3 oraz K ze wzgledu na swoje plejotropowne dziatania zwigzane z
modulacjg uktadu immunologicznego oraz wptyw na epigenetyke, mogg byé wkrétce

rutynowo wykorzystywane w ramach tzw. terapii adjuwantowej.
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5. Powyzisze, obiecujgce spostrzezenia wymagajg dalszej weryfikacji na

alternatywnych liniach komérkowych MM oraz finalnie w modelu badania klinicznego.

Podsumowujgc prace oceniam wysoko, metodologia jest nowoczesna, a wyniki zostaty
opublikowane w recenzowanych miedzynarodowych czasopismach majgcych impact factor.
Bezsprzeczny jest wiodacy udziat Doktoranta w powstawaniu tych prac. Warto podkresli¢, ze

uzyskane wyniki mogg mie¢ znaczenie praktyczne. Nie mam uwag merytorycznych.

Uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce t.j. Dz.U. 2023 poz. 742.
Praca jest nowatorska, a uzyskane wyniki moga miec istotne znaczenie kliniczne. Wnosze do Rady
Dyscypliny Nauk Medycznych Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie o
dopuszczenie lek. Piotra Kuliga do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz wyrdznienie

pracy.
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