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OCENA

rozprawy doktorskiej mgr Dariusza Rozkiewicza pt. “Ocena aktywnosci przeciwnowotworowej inhibitora
kinazy Burtona i erytropoetyny w komérkach gruczolaka piersi” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab.
Dariusza Pawlaka oraz promotora pomocniczego dr hab. Justyny Hermanowicz z Zaktadu Farmakodynamiki

oraz Zaktadu Farmacji Klinicznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

Wspdtczesna terapia raka piersi opiera sie¢ na multimodalnej strategii, ktéra obejmuje zaréwno interwencjg
miejscowa (chirurgia, radioterapia) jak i postepowanie ogélnoustrojowe (chemioterapia, hormonoterapia
i/lub immunoterapia). Skuteczna implementacja leczenia multimodalnego sprawia, ze 5-letni wskaznik
przezycia raka piersi wynosi >90% (zwtaszcza w przypadku dobrego rokowania, uwarunkowanego m. in.
przez ekspresje receptorow estrogenowych). Jednakze rak piersi moze miec charakter nawrotowy, nawraca
wiele lat po leczeniu, a 20-letni wskaznik nawrotéw raka piersi z dodatnim receptorem estrogenowym
wynosi juz od 10 do 41%. Dlatego tez niezbedne jest poszukiwanie nowych strategii terapeutycznych

zwiekszajgcych koricowy sukces terapii.

Préby zastosowania inhibitoréw kinazy tyrozynowej w leczeniu raka piersi, pomimo ich potencjalnych zalet
takich jak niewielka kardiotoksyczno$¢, przenikanie przez bariere krew-mézg w przypadku przerzutowego
raka mézgu oraz doustna droga podania, przyniosty raczej rozczarowujace wyniki ze wzgledu na brak
swoistosci i czeste dziatania niepozadane. Jedynie niektére z badanych inhibitoréw kinazy tyrozynowej
zostaty zatwierdzone do stosowania w praktyce klinicznej z ograniczonymi wskazaniami w monoterapii lub
leczeniu skojarzonym z innymi chemioterapeutykami lub lekami hormonalnymi. Stad tez poszukiwania
innych kinaz jako celéw terapeutycznych o potencjalnie wigkszej skutecznosci klinicznej. Jedng z mozliwosci
stanowi kinaza tyrozynowa Burtona (BTK), ktérej ekspresje stwierdza si¢ w komérkach raka piersi (izoforma
BTK-C). Ekspresja kinazy hamuje apoptoze komérek, a zahamowanie jej aktywno$ci zapobiega rozwojowi
agresywnych i szybko postepujacych guzéw raka piersi. Wada klinicznie stosowanych inhibitoréow kinazy
Burtona jest rozwdj opornosci, obserwowany nawet u ok. 60% leczonych. Szansg na zwigkszenie
skutecznosci teraputycznej inhibitoréw kinazy Burtona jest wigc terapia skojarzona. Jedng z pojawiajgcych
sie mozliwosci terapeutycznych stanowi modulacja aktywnosci receptora dla erytropoetyny (Epo). Badania

kliniczne sugerujg, ze rekombinowana ludzka erytropoetyna poteguje  dziafanie lekow



przeciwnowotworowych. Dlatego tez badania majace na celu okreslenie przeciwnowotworowej aktywnosci
inhibitora kinazy Burtona (LFM-A13) i erytropoetyny wobec komérek raka piersi oraz zdefiniowanie

molekularnych mechanizméw ich dziatania w modelach eksperymentalnych sg jak najbardziej uzasadnione.

Na rozprawe doktorskg mgr Dariusza Rozkiewicza sktadajg sie dwie opublikowane prace, praca oryginalna:
Rozkiewicz D, Hermanowicz JM, Kwiatkowska |, Krupa A, Pawlak D. Bruton's Tyrosine Kinase Inhibitors
(BTKIs): Review of Preclinical Studies and Evaluation of Clinical Trials. Molecules. 2023;28(5):2400 oraz
praca pogladowa: Rozkiewicz D, Hermanowicz JM, Tankiewicz-Kwedlo A, Sieklucka B, Pawlak K, Czarnomysy
R, Bielawski K, Surazynski A, Kalafut J, Przybyszewska A, Koda M, Jakubowska K, Rivero-Muller A, Pawlak D.
The intensification of anticancer activity of LFM-A13 by erythropoietin as a possible option for inhibition of
breast cancer. J Enzyme Inhib Med Chem. 2020;35(1):1697-1711. W obu ww. pracach Doktorant jest
pierwszym autorem, jego udziat w powstaniu kazdej z powyzej wymienionych prac wynosi 60-70%%, co
zostato potwierdzone przez pozostatych wspdtautoréw poszczegdlnych prac. Ponadto przedfozona do
oceny praca zawiera nastepujgce rozdziaty: wprowadzenie, okreslenie celu pracy wraz z uzasadnieniem,
materiaty i metody badawcze, oméwienie wynikéw badar z dyskusjg oraz wnioski jak réwniez streszczenia
w jezyku polskim i angielskim. Uzupetnienie struktury rozprawy stanowig zataczniki (omawiane publikacje,
oéwiadczenia wspétautoréw publikacji, zgoda komisji bioetycznej oraz prezentacja dorobku naukowego

Doktoranta).

We Woprowadzeniu Doktorant przedstawit charakterystyke epidemiologiczng raka piersi oraz metody
terapii (réwniez multimodalnej). Nastepny podrozdziat zawiera informacje dotyczace patofizjologii raka
piersi ze szczegélnym uwzglednieniem roli kinaz, w tym izoform kinazy tyrozynowej Burtona oraz
inhibitoréw kinazy (réwniez LFM-A13). Ostatni podrozdziat Wprowadzenia poswigcono potencjalnej roli
erytropoetyny jako czynnika zwiekszajacego skuteczno$¢ terapii przeciwnowotworowej. Informacje
przedstawione we wstepie uzasadniajg w petni zakres badar stanowigcych podstawe pracy doktorskiej
opracowane] przez mgr Dariusza Rozkiewicza. Nalezy rowniez zauwazyc, ze obszerna charakterystyka kinazy
tyrozynowej Burtona zostata przedstawiona w pracy pogladowej: Rozkiewicz D, Hermanowicz JM,
Kwiatkowska I, Krupa A, Pawlak D. Bruton's Tyrosine Kinase Inhibitors (BTKIs): Review of Preclinical Studies

and Evaluation of Clinical Trials. Molecules. 2023;28(5):2400.

W oparciu o przestanki zawarte we wprowadzeniu Doktorant sformutowat nastgpujace cele badawcze: 1)
ocena przeciwnowotworowej aktywnosci inhibitora kinazy tyrozynowej Burtona (LFM-A13) i erytropoetyny
(Epo) wobec komérek raka piersi w modelu Danio rerio; 2) ocena zywotnosci estrogenozaleznych (MCF-7) i

estrogenoniezaleznych (MDA-MB-231) komérek raka piersi po ekspozycji na LFM-A13 oraz Epo; 3) ocena



wptywu LFM-A13 i Epo na proces apoptozy oraz cykl komérkowy; 4) ocena udziatu kinazy BTK w

mechanizmie dziatania LFM-A13 i Epo.

Dla zrealizowania postawionych celéw Doktorant przeprowadzit szereg badari eksperymentalnych: in vitro
uzywajac modelu komérkowego raka piersi — estrogenozaleznego (linia komérkowa MCF-7) i
estrogenoniezaleznego (linia komérkowa MDA-MB-231) oraz w modelu zwierzecym danio pregowanego
(Danio rerio). W celu oceny wptywu aktywnosci LFM-A13 i Epo wobec raka piersi, model komérkowy ww.
nowotwordy, tj. linie komdérkowe estrogenozalezna - MCF-7 i estrogenoniezalezna - MDA-MB-231, poddano
ekspozycji na LFM-A13 w stezeniach 10, 30 i 100 uM i Epo beta w stezeniach 10, 30 i 100 I[U/ml oraz w
postepowaniu skojarzonym LFM-A13 i Epo beta. Wptyw na proliferacje komérek oznaczano przy uzyciu
standardowego testu MTT, okreslajac jednoczesnie charakter interakcji Epo-LFM-A13 za pomoca analizy
wskaznika kombinacji. Wptyw na cykl komérkowy badanych zwigzkéw oznaczano metoda cytometrii
przeptywowej - ocena wigzania aneksyny V. Metode Western blot zastosowano do oznaczenia poziomu
biatek stosujac przeciwciata: mysie monoklonalnym przeciwko BTK, krélicze poliklonalne przeciwko fosfo
BTK, krélicze poliklonalne przeciwko kaspazie-6, krélicze monoklonalne przeciwko cyklinie D1 oraz mysie
monoklonalne przeciwko beta-aktynie (kontrola). Immunofluorescencje i mikroskopie konfokalng
zastosowano do okreslenia cech wrzeciona linii komérkowych MCF-7 i MDA-MB-231 traktowanych Epo,
LFM-A13 i Epo+LFM-A13. W modelu Danio rerio (zarodki) dokonano oceny aktywnosci
przeciwnowotworowej LFM-A13 i erytropoetyny wobec komérek raka piersi wyznakowanych CM-Dil (in
vivo). Ksenoprzeszczepy MCF-7 i MDA-MB-231 poddane ekspozycji na Epo beta (100 1U/ml) i LFM-A13
(100 pM) analizowano pod katem intensywnosci fluorescencji cytoplazmatycznej. Immunoekspresje kinazy
Brutona, HER2, receptoréw progesteronowych, receptora estrogenowego alfa i Ki-67 oceniano réwniez w
prébkach raka piersi pacjentek poddanych czeéciowej lub catkowitej mastektomii z powodu pierwotnego
raka piersi. Ocene barwienia immunologicznego dla badanego biatka analizowano za pomocg mikroskopii
éwietlnej i oceniano éredni odsetek komdrek nowotworowych z pozytywnym wybarwieniem. Sposéb
zaplanowania badan $wiadczy o bardzo dobrym merytorycznym przygotowaniu Doktoranta i umiejetnosci
opanowania wielu technik laboratoryjnych.

Po przeprowadzeniu szeregu dobrze zaprojektowanych doswiadczeri Doktorant wykazat m.in., ze Epo i
LFM-A13 zmniejszaja proliferacje komérek MCF-7 i MDA-MB-231 i hamujg rozwéj guza, a ich taczne
zastosowanie wykazywato silniejsze dziatanie, o charakterze synergistycznym w komodrkach MDA-MB-231
oraz addytywnym/synergistycznym w przypadku linii MCF-7. W kolejnym cyklu eksperymentéw Doktorant
wykazat, ze potaczenie Epo-LFM-A13 nasila apoptoze poprzez utratg potencjatu btony mitochondrialnej
(wzrost odsetka komérek MCF-7 i MDA-MB-231 o obnizonym potencjale przezbtonowym mitochondriow) i

eksternalizacje fosfatydyloseryny (przy silniejszym efekcie facznej ekspozycji na Epo-LFM-A13) oraz wzrostu



ekspresji kaspazy-6 (LFM-A13 z Epo powodowato silniejszg regulacje w gore ekspresji, zwtaszcza w
komérkach MDA-MB-231). Ekspozycja na Epo/LFM-A13 skutkowata réwniez zmniejszeniem frakcji fazy S'i
nieznacznym wzrostem fazy GO/G1 komérek MCF-7 i MDA-MB-231. Badania immunohistochemiczne
komérek ludzkiego raka piersi wykazaty ekspresje BTK (ok. 60% przypadkdéw; w przypadku weztow
chfonnych ok. 70%) gtéwnie w cytoplazmie komdrek nowotworowych, ale takze w czgéci przypadkow w
jadrze i obszarze okotojgdrowym, o raczej zwigkszonej sile ekspresji w guzie pierwotnym. Warto
odnotowaé, ze guzy pierwotne BTK-dodatnie rozwinety przerzuty BTK-ujemne do regionalnych weztow
chtonnych w 13% przypadkéw, natomiast 37% guzéw pierwotnych BTK-ujemnych wytwarzato przerzuty
BTK-dodatnie. Nie wykazano istotnego zwiazku pomiedzy poziomem BTK w guzie pierwotnym i przerzutach
do weztéw chtonnych a parametrami takimi jak wiek, stopieri zaawansowania nowotworu, wielkos¢ guza
pierwotnego, ekspresja HER2 oraz receptoréw estrogenowych i progesteronowych (receptory estrogenowe

i progesteronowe zdefiniowano w ok. 65% prébkach) i jak réwniez Ki-67.

Omédwienie wynikow jest prowadzone dojrzale, uwzglednia aktualny stan wiedzy i zostato zawarte w pracy

oryginalnej oraz pewne odniesienia znajduja sig réwniez w opublikowanej pracy przegladowej.

Na podstawie przeprowadzonych badan Autor przedstawit cztery wnioski: 1) inhibitor kinazy Burtona (LFM-
A13) skutecznie zmniejsza zywotno$¢ estrogenozaleznych (MCF-7) i estrogenoniezaleznych (MDA-MB-231)
komérek raka piersi; 2) jednoczesna ekspozycja komdrek raka piersi na LFM-13 oraz Epo skutkuje
wzmocnieniem farmakologicznej aktywnosci przeciwnowotworowej inhibitora kinazy Burtona. Epo moze
by¢ chemosensybilizatorem w terapii raka piersi; 3) jednoczesne podanie LFM-13 oraz Epo nasila proces
apoptozy na drodze utraty potencjatu btony mitochondrialnej oraz eksternalizacji fosfatydyloseryny; 4)
kompilacja LFM-13 oraz Epo powoduje zahamowanie cyklu komérki raka piersi w fazie G1-S. Sformutowane
przez Doktoranta wnioski dobrze oddajg uzyskane wyniki, wynikajg bezposrednio z analizy danych
uzyskanych w czasie realizacji badan. Jednakie istotna z punktu widzenia klinicznego obserwacja
dokumentujaca odmienng ekspresje BTK w guzie pierwotnym i komdrkach przerzutowych raka piersi

mogtaby stanowié jeden z koricowych wnioskéw.

Reasumujac nalezy stwierdzié, ze cel pracy zostat w petni zrealizowany, a uzyskane wyniki sg oryginalnym
osiagnieciem Autora, ktéry dobrze opanowat nietatwy warsztat badawczy i wykazat dobre merytoryczne
przygotowanie. Uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi znaczacy dorobek z
elementami nowoéci naukowych i w petni spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Dlatego tez zwracam sig¢ do Senatu
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Dariusza Rozkiewicza do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, ze wzgledu na bardzo wysoki poziom merytoryczny pracy,



docenionej réwnie: przez grono miedzynarodowych ekspertéw, wnioskuje o wyrdznienie pracy summa
cum laude. Wyniki pracy opublikowano w renomowanych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym: J

Enzyme Inhib Med Chem (IF=4,927) oraz Molecules (IF 5,051).

/

MO

Prof. dr hab. n. med. Marek Drozdzik



