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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Pawla Mozolewskiego

s»Molekularne mechanizmy dzialania niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych oraz
flawonoidéw w aspekcie ich potencjalnego zastosowania w leczeniu lizosomalnych
choréb spichrzeniowych”

Praca doktorska mgr. Pawla Mozolewskiego ma forme zwartego opracowania,
bedacego zbiorem sktadajacym si¢ z czterech spéjnych tematycznie artykulow opublikowanych
W recenzowanych, renomowanych czasopismach. Opracowanie zawiera takze obszerne,
wielostronicowe i dostatecznie szczegdlowe streszczenia w jezyku angielskim i polskim, kopie
publikacji oraz, ze wzgledu na to, ze wszystkie prace sa wieloautorskie, o$wiadczenia
Doktoranta i wspotautoréw o ich wkiadzie w powstanie kazdej publikacji. Dwie z zalgczonych
publikacji, a mianowicie: [Moskot i wsp., (2014). J Biol Chem., 289, 17054-17069; praca
oznaczona w rozprawie jako Nr 1], oraz [Moskot i wsp,. (2015), Sci. Rep., 5:9378; praca
oznaczona w rozprawie jako Nr 2] byly przed kilku laty wiaczone do pracy doktorskiej mgr
Marty Moskot. W wymienionych pracach udzial mgr Pawta Mozolewskiego byt, wedlug Jego
deklaracji, raczej niewielki i ograniczal si¢ do wykonania czesci doswiadczen wymagajacych
zastosowania ilosciowej reakcji RT-PCR, oraz oznaczania kinetyki biosyntezy
glikozaminoglikanow.

Wiaczanie publikacji wieloautorskich do kilku rozpraw doktorskich jest dopuszczalne,
a w przypadku rozprawy doktorskiej mgr. Pawla Mozolewskiego celem tego zabiegu byto, jak
sadzg, podkreslenie wieloletniego uczestniczenia w pracach badawczych, ktérych celem jest
opracowanie strategii farmakologicznego lagodzenia objawéw lizosomalnych choréb
spichrzeniowych oraz podkreslenie umiejetnosci warsztatowych. Wymienione powyzej prace
traktuj¢ rowniez jako wprowadzajace czytelnika w problematyke badawcza zespolu, oraz
ukazujgce dotychczasowe osiagnigeia inspirujace do podjecia badan opisanych w tych
publikacjach wiaczonych do rozprawy doktorskiej, w ktérych mgr Pawel Mozolewski byl
pierwszym autorem: [Praca oznaczona w rozprawie Nr 3: Mozolewski P, Moskot
M, Jakdbkiewicz-Banecka J, Wegrzyn G, Bochenska K, Banecki B, Gabig-Ciminska M,
(2017). Nonsteroidal anti-inflammatory drugs modulate cellular glycosaminoglycan synthesis
by affecting EGFR and PI3K signaling pathways. Sci. Rep., 7:43154. [IF = 4.259]], oraz [Praca
oznaczona w rozprawie Nr 4: Mozolewski P, Jakobkiewicz-Banecka J, Wegrzyn G, Banecki
B, Gabig-Ciminska M (2018). Non-steroidal anti-inflammatory drugs are safe with respect to
the transcriptome of human dermal fibroblasts. Eur J Pharmacol., 818:206-210. [IF = 2.896]].
Na tak rozumiang przeze mnie koncepcje struktury rozprawy wskazuje to, ze w czesci
zatytulowanej ,,Streszczenie” Doktorant opisuje gldwnie wyniki zawarte w pracach Nr 3 i Nr
4, natomiast odniesienia do prac Nr 1 i Nr 2 umozliwiajg poréwnanie wynikow otrzymanych w
ramach pracy doktorskiej z wynikami wczesniejszymi.

Jak wynika ze zgodnych o$wiadczen wspotautoréw udzial Doktoranta w wykonaniu
badan i przygotowaniu wymienionych powyzej publikacji Nr 3 i Nr 4 (Mozolewski i wsp.,
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(2017) oraz Mozolewski i wsp. (2018)) byl wiodacy i polegat na wspétprojektowaniu badan,
przeprowadzeniu wszystkich doswiadczen, analizie statystycznej uzyskanych rezultatow,
interpretacji wynikoéw, wspotuczestnictwie w analizie ontologiczne;, wykonaniu rycin i tabel,
udzial przy pisaniu manuskryptu, oraz udziale w poprawie prac po recenzjach. Nalezy
podkresli¢, ze tematyka badan jest zgodna z tytutem rozprawy doktorskiej.

Ogolny cel badan mgr. Pawta Mozolewskiego, to uzyskanie jak najpelniejszej wiedzy
o mozliwosci obnizania syntezy glikozaminoglikanéw (ang. substrat reduction therapy) u
chorych na mukopolisacharydozy. Wykrycie przez zespot kierowany przez prof. Grzegorza
Wegrzyna, ze zwigzkiem wywolujacym taki efekt jest genisteina stworzyl nadziej¢ na
opracowanie metody terapeutycznej niektérych lizosomalnych chordb spichrzeniowych.
Szczegdlnie istotnym aspektem mozliwych terapeutycznych zastosowan genisteiny jest jej
wiasciwos¢ hamowania sciezki sygnalowej zaleznej od naskorkowego czynnika wzrostu
(EGFR), oraz zdolnos¢ przenikania bariery krew-mézg, co potencjalnie umozliwia tagodzenie
objaw6w neurologicznych wystgpujacych w wielu podtypach mukopolisacharydoz.

Na pewnym etapie badan okazalo si¢ celowe poszukiwanie innych niz genisteina
zwiazkow,  ktore moglyby  wykazywaé  silniejszy  efekt  obnizania poziomu
glikozaminoglikanéw samodzielnie, lub w polaczeniu z genisteing. Doskonale rozeznanie w
dziedzinie badan skierowato uwage Doktoranta i zespotu na niesteroidowe leki przeciwzapalne.
Do dalszych badan wybrano indometacyne i nimesulid kieruj gc si¢ opublikowanymi wczesniej
wynikami badan, ktére wskazywaly, ze te zwiazki moga, podobnie jak genisteina, hamowa¢
fosforylacje receptora naskorkowego czynnika wzrostu. Jednoczesnie zakladano, ze przy
dluzszym stosowaniu, a taka strategie terapeutyczna nalezy bra¢ pod uwage w przypadku
mukopolisacharydoz, nie powinny rowniez wywoltywaé nieakceptowalnych reakcji ubocznych.

Zatem pierwszym zadaniem Doktoranta bylo zbadanie jak dalece toksyczna dla
komorek jest inkubacja z badanymi zwigzkami stosowanymi w stezeniach okreslanych jako
osiggalne w surowicy w czasie stosowania lekéw w celach terapeutycznych. Podstawowym
modelem komorkowym byty prawidlowe fibroblasty dermalne, jednak jesli to bylo pozadane,
badania prowadzono takze na fibroblastach pochodzacych od chorych na
mukopolisacharydoze. Doktorant wykazal, ze badane zwiazki wykazuja nieznaczng
toksyczno$¢ i nieistotne hamowanie proliferacji, jezeli uzyto je samodzielnie, natomiast
obserwowalny efekt antyproliferacyjny zauwazono jedynie, jesli leki stosowano w polaczeniu
z genisteing. Badania wplywu poszczegdlnych zwiazkéw i ich kombinacji w wybranych
stezeniach na synteze glikozyloaminoglikanéw wykazaty, ze najsilniejszy efekt hamowania
zachodzit w przypadku stosowania mieszaniny genisteiny z nimesulidem i byl silniej wyrazony,
niz w przypadku zastosowania samej genisteiny. Istotne jest takze to, ze obnizanie syntezy
GAG zachodzilo zaréwno w fibroblastach kontrolnych, jak i pobranych od chorych na
mukopolisacharydoze. Dalszym etapem badan bylo wyjasnianie czy i w jakim stopniu w
badanych komorkach skojarzone dzialanie genisteiny z niesteroidowymi lekami
przeciwzapalnymi bedzie zmniejszato fosforylacje EGFR. Doktorant wykazal, ze najsilniej
fosforylacje receptora EGF hamuje nimesulid i efekt ten jest silniejszy niz wywolywany przez
inne zwigzki stosowane oddzielnie lub w polaczeniu. Hamowanie fosforylacji EGFR prowadzi,
jak wykazal Doktorant do hamowania $ciezki sygnatowej PI3K.



Analiza transkryptomiczna z zastosowaniem mikromacierzy DNA pozwalajacych
oceni¢ poziom transkrypcji ponad 25000 genéw wykazala, ze zmiany globalnej ekspresji
genoéw pod wplywem badanych niesteroidowych lekow przeciwzapalnych raczej nie byly zbyt
znaczne. Uzycie nimesulidu z genisteing takze nie wydaje si¢ w sposéb znaczacy modulowaé
poziom ekspresji genéw zwigzanych z metabolizmem glikozamimoglikanow. Poniewaz, jak
wykazal Doktorant, traktowanie fibroblastow zaréwno kontrolnych, jak i pochodzacych od
chorych na mukopolisacharydozg, nie wplywa réwniez na przebieg cyklu komorkowego
otrzymane wyniki wskazujg Iacznie, ze stosowanie niektorych z tych zwigzkow w leczeniu
mukopolisacharydoz nie powinno pocigga¢ za sobg niepozadanych efektow ubocznych. Bardzo
interesujgcym wynikiem jest wykazanie, ze w przeciwienstwie do genisteiny badane leki
przeciwzapalne nie zmienialy poziomu ekspresji genéw kodujacych EGFR, mTOR oraz TFEB
(kluczowego czynnika transkrypcji kontrolujgcego aktywnosé genow zwigzanych z biogenezg
lizosomu). Tym samym, najprawdopodobniej wplyw na zmiany metabolizmu
glikozyloaminoglikanow przez izoflawonoidy i niesteroidowe leki przeciwzapalne jest
wielokierunkowy i obejmuje zardwno wspdlne, jak i odmienne mechanizmy. Mimo to, ze
zmiany ekspresji genéw zwigzanych z rozwojem chordb lizosomalnych wykrywane metodg
mikromacierzy DNA byly stosunkowo subtelne, to zastosowanie ilosciowej reakcji RT-PCR w
odniesieniu do kilkunastu wybranych genéw tej grupy pozwolito Doktorantowi wykazac, ze
czgs¢ z nich pod wplywem skojarzonego dzialania genisteiny i nimesulidu wykazuje zmiany
ekspresji wigksze niz pod wplywem samej genisteiny.

Wyniki badan Doktoranta oceniam bardzo wysoko. Zostaly one opublikowane w
recenzowanych, uznanych czasopismach. Przeczytalem prace z zainteresowaniem i uwazam,
ze cel badan, elementy metodyki i wyniki badan zostaty przejrzyscie przedstawione w rozdziale
»Streszczenie” rozprawy doktorskiej. Mozna jednak zauwazy¢, ze o ile w zalaczonych
publikacjach wyniki badan sa bardzo obszernie dyskutowane, to w streszczeniu rozprawy
doktorskiej elementy dyskusji sa raczej skape. Uwazam takze, ze podsumowanie badan zawarte
W rozdziale ,,Streszczenie” powinno koficzy¢ sie zamieszeniem wyodrebnionych wnioskow.
Nie majac innych uwag chciatbym jedynie prosi¢ Doktoranta o kilka wyjasnien.

1. W lizosomalnych chorobach spichrzeniowych zmiany patologiczne dotycza komoérek
wieku rodzajéw. Czy mozna oszacowa¢ w jakim stopniu wnioski formulowane na
podstawie badan prowadzonych na fibroblastach dermalnych moga odnosi¢ sie do
innych komorek?

2. Skoro globalne zmiany aktywnosci transkryptomu badanych komérek nie sa zbyt
znaczace, a jednoczesnie efektywnie hamowane sg niektore Sciezki przekazu sygnatu,
to czy nie mozna sgdzi¢, ze czg$¢ efektow spowodowanych jest jakimis zmianami
epigenetycznymi?

3. Czy dane mikromacierzowe bgdace przedmiotem analiz zamieszczonych w pracach [3]
1 [4] pochodzg z tego samego doswiadczenia? Jesli nie, to czy istnialy jakies istotne
roznice pomiedzy odr¢bnymi doswiadczeniami ?



Podsumowanie oceny.

W podsumowaniu oceny chcialbym podkresli¢, ze wyniki badan mgr. Pawla
Mozolewskiego przedstawione w rozprawie doktorskiej, bedac kontynuacja wieloletnich prac
zespotu nad poszukiwaniem skutecznego leczenia lizosomalnych choréb spichrzeniowych
przynoszg szereg istotnych i oryginalnych obserwacji kierujacych dalsze badania na
poszukiwania wielolekowej, skojarzonej terapii. Na obecnym etapie badan elementem
wymienionej strategii byloby uzycie genisteiny (lub innego izoflawonoidu) razem z
niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi (gléwnie nimesulidu). Za taka kombinacjg
zwigzkéw przemawiaja nastepujace, najwazniejsze wyniki przedstawione przez Doktoranta:

1. Wykazanie, ze stosowanie niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych w niskich
stgzeniach ogranicza fosforylacje EGFR, oraz hamuje przekaz sygnatu sciezka zalezna
od PI3K, przy jednoczesnym niewielkim wplywie na globalna aktywnos¢
transkryptomu.

2. Wykazanie pozytywnego z punktu widzenia mozliwych zastosowan terapeutycznych
wplywu nimesulidu, zwlaszcza w kombinacji z genisteing na efektywne obnizanie
poziomu glikozamioglikanéw i modulowanie aktywnosci genéw zwiazanych z
patogenezg lizosomalnych chordb spichrzeniowych.

3. Uzyskanie przestanek pozwalajacych przewidywa¢, ze uzycie niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych do tagodzenia objawéw mukoplisacharydoz, w szczegdlnosci ich
form neuropatycznych, nie powinno wywoltywaé niepozadanych objawéw ubocznych.

Praca doktorska zostata wykonana z zastosowaniem nowoczesnych metod, a otrzymane
wyniki majg nie tylko walor nowosci naukowej, ale tworza przestanki do opracowywania
dalszych projektéw ukierunkowanych na zastosowania praktyczne. Doktorant zdaje sobie
sprawg, co podkresla w koncowej czesci streszczenia pracy doktorskiej, ze jednym z
najwazniejszych przysztych zadan bedzie przetozenie wynikéw badan in vitro do zastosowan
klinicznych i optymalizacja warunkow stosowania skojarzonej terapii genisteing w skojarzeniu
z lekami przeciwzapalnymi. Wyniki pracy doktorskiej ukazuja takze koniecznosé¢ prowadzenia
poszerzonych badan podstawowych, bowiem jak wykazal Doktorant nimesulid moduluje w
badanych komérkach aktywno$¢ znacznej puli genéw o niepoznanej jeszcze funkcji.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr. Pawla Mozolewskiego stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego i catkowicie spelnia wymagania formalne i merytoryczne
stawiane pracom doktorskim okreslone w art. 13 ustawy o stopniach i tytule naukowym z dnia
14 marca 2003 (Dz.U. nr 65. Poz 595) wraz z p6zniejszymi zmianami. Wnioskuje zatem do
Wysokiej Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr. Pawla
Mozolewskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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