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Recenzja rozprawy doktorskiej pt.:
,Mucyna 1 jako cel molekularny nowej pochodnej diizochinoliny w skojarzeniu
z przeciwciatem anty-MUCI w komorkach raka piersi MFC-7 i raka zolgdka AGS”
wykonanej przez mgr Wojciecha Szymanowskiego
w Zaktadzie Biotechnologii Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku
pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Anny Bielawskiej
I Pani dr Agnieszki Gornowicz

Przedstawiona do oceny praca Pana mgr Wojciecha Szymanowskiego reprezentuje
problematyke badawcza =z zakresu poszukiwania nowych skutecznych terapii
przeciwnowotworowych. Najnowsze dane sugeruja, ze maksymalnie tylko okoto 75%
pacjentdow z chorobg nowotworowa pozytywnie reaguje na klasyczne schematy leczenia.
Opracowanie i stosowanie terapii celowanej, skoncentrowanej na zdefiniowanym celu
molekularnym nowotworu daje znacznie wigkszg szans¢ na wyleczenie, zminimalizowanie
efektow toksycznych oraz zmniejszenie ryzyka powiktan. Akceptowane obecnie w leczeniu
choréb nowotworowych terapie celowane wykorzystuja modulatory ekspresji genow,
inhibitory transdukcji sygnatu, inhibitory angiogenezy, induktory apoptozy, przeciwciala
monoklonalne, szczepionki przeciwnowotworowe. Wystepowanie nieprawidtowosci w jednym
lub w wigkszej ilosci szlakow molekularnych, ktore odpowiadajg za przezycie i namnazanie
komoérek nowotworowych przyczynia si¢ do rozwoju opornos$ci i stanowi uzasadnienie dla
opracowania strategii terapeutycznych polegajacych na 1aczeniu celowanej terapii
molekularnej ze standardowymi chemioterapeutykami.

Laczenie przeciwcial monoklonalnych z chemioterapeutykami stanowi jeden
z przyktadow strategii wykorzystywanych w terapii ukierunkowanej na konkretne cele
molekularne, ktora prowadzi do zwigkszenia aktywnos$ci przeciwnowotworowej. Stosowanie
rituksimabu z cyklofosfamidem, winkrystyng i prednizonem w leczeniu chloniaka ztosliwego,

trastuzumabu z doksorubicyna, cyklofosfamidem i paklitakselem w leczeniu chorych na raka
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piersi, czy tez bewacyzumabu z 5-fluorouracylem w leczenia pacjentow z przerzutowym
rakiem jelita grubego lub odbytnicy to tylko niektore przyktady terapii taczacej dzialanie
przeciwcial monoklonalnych z chemioterapeutykami, ktére zyskaty akceptacje i rejestracje

Amerykanskiej Agencji do Spraw Lekow i Zywnosci.

Doktorant wpisujac si¢ w obszar badawczy zwigzany z poszukiwaniem skutecznych
rozwigzan terapeutycznych w leczeniu choréb nowotworowych, jako cel molekularny wybrat
mucyn¢ 1 (MUC1), ktora zostata uznana przez National Cancer Institute za jeden z najbardziej
obiecujacych w ostatnich latach. Mucyna 1 wykazuje nadmierng ekspresje w wielu
nowotworach pochodzenia nabtonkowego, szczegélnie raku piersi i zotadka. Jest
zaangazowana we wzrost, inwazj¢, promowanie angiogenezy oraz chemooporno$¢ komorek
nowotworowych na zaprogramowang $mier¢ komorkowa. Liczne wyniki badan
przedklinicznych wskazuja, ze zastosowanie przeciwciala anty-MUCI1 moze uwrazliwiaé
komoérki nowotworowe na dzialanie chemioterapeutykéw, co daje nadzieje¢ na ich
wykorzystanie w skojarzonej terapii celowanej.

W zwiazku z tym Doktorant w ramach pracy doktorskiej podjal si¢ oceny aktywnosci
biologicznej nowej pochodnej oktahydropirazyno[2,1-a:5,4-a’]diizochinoliny (zw. OM-86l1)
w skojarzeniu z przeciwcialem monoklonalnym anty-MUC1 w modelu komérkowym raka
piersi (MCF-7) i raka zotadka (AGS) oraz poznania molekularnego mechanizmu ich dziatania.

Uwazam, ze podjeta przez Autora tematyka badan oraz postawione zadania i cele
sg jak najbardziej aktualne i uzasadnione, a otrzymane rezultaty posiadajg duze walory zar6wno

poznawcze, jak i aplikacyjne.

Praca zawiera 170 stron maszynopisu w typowym uktadzie: Wstgp, Cel pracy,
Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim

oraz bogate pismiennictwo liczace 271 pozycji bibliograficznych.

Wstep zostat zredagowany w jasny i syntetyczny sposob. Na 34 stronach Doktorant
zawarl istotne aktualne informacje dotyczace budowy oraz biologicznej roli mucyn.
Szczegblnie wiele uwagi w tym rozdziale poswiecit udziatowi mucyny 1 w kancerogenezie
1 progresji nowotwordow, a takze roéznym mozliwosciom opracowywania terapii
ukierunkowanych na mucyne 1 (inhibitory drobnoczasteczkowe, przeciwciala monoklonalne,

aptamery, szczepionki, alkaloidy izochinolinowe).

Cel oraz zakres zaplanowanych badan zostat przez Doktoranta przedstawiony logicznie

i klarownie, a dobor testow biochemicznych, immunoenzymatycznych, metod analitycznych



oraz statystycznych jest jak najbardziej wilasciwy i adekwatny w stosunku do wytyczonych

zadan badawczych.

Doktorant w pierwszej kolejnosci ocenit aktywnos¢ cytotoksyczng etopozydu (zwigzek
referencyjny), nowej pochodnej diizochinoliny OM-86I1 (zwigzek  zsyntetyzowany
w Instytucie Chemii Organicznej PAN w Warszawie) oraz przeciwciala monoklonalnego anty-
MUC1-GP1.4 metoda Carmichael’a przy uzyciu soli tetrazolowej (test MTT) wzgledem
komorek raka piersi MCF-7 oraz komorek raka zotadka AGS. Nastepnie zbadat ich wtasciwosci
antyproliferacyjne szacujac hamowanie biosyntezy DNA, opierajac si¢ na  pomiarze
wbudowywania znakowanej radioaktywnie tymidyny do DNA badanych komorek . Otrzymane
rezultaty wskazaty na wysoki potencjat cytotoksyczny i wysoka aktywno$¢ antyproliferacyjng
nowej pochodnej diizochinoliny (OM-8611) zastosowanej w skojarzeniu z przeciwciatem anty-
MUC1 wzgledem badanych linii komorkowych, co moglo by¢ wynikiem wptywu tych
substancji na aktywowang programowang $mieré komorek. W zwigzku z tym w dalszej
kolejnosci Doktorant przeprowadzit badania, ktérych celem byto okreslenie wiasciwosci

proapoptotycznych badanych substancji i ich kombinacji.

Indukcje apoptozy ocenit stosujac metode z aneksyng V i jodkiem propidyny
wykorzystujac technike cytometryczng oraz mikroskopu fluorescencyjnego. Nastepnie ustalit
wplyw testowanych substancji po ich oddzielnym oraz skojarzonym zastosowaniu na
mitochondrialny potencjal blonowy, ekspresj¢ biatka p53 oraz wptyw na stezenie wybranych

biatek przekaznictwa sygnatowego: Bax, kinazy mTOR, sICAM, MMP-2, oraz MMP-9.

Wyniki badan Doktorant opisat na str. 71-125. Rezultaty jednoznacznie wykazaty,
ze nowa pochodna diizochinoliny, OM-8611 zastosowana tacznie z przeciwcialem anty-MUC1
wykazuje silniejsze wlasciwosci cytotoksyczne 1 antyproliferacyjne w porownaniu do
skojarzonego dziatania etopozydu z przeciwciatem anty-MUC1 w komorkach raka piersi linii
MCF-7 oraz raka zotadka linii AGS. Ponadto kombinacja OM-8611 z przciwciatem anty-MUC1
posiada silniejsze dziatanie proapoptotyczne, a zainicjowana przez nig apoptoza przebiega
szlakiem wewnatrzpochodnym i zwigzana jest ze wzrostem ekspresji biatka p53 oraz stezenia
biatka Bax. Przeciwciato anty-MUC1 w skojarzeniu z OM-86II przyczynia si¢ do obnizenia
stezenia biatek odpowiedzialnych za zwigkszong proliferacje 1 inwazje komorek
nowotworowych, takich jak: mTOR, sICAM-1, MMP-2 i MMP-9 w komorkach raka piersi
MCF-7, natomiast w komodrkach raka zotadka powoduje obnizenie stgzenia biatek mTOR,
SICAM-1 i MMP-9 oraz wzrost stezenia MMP-2. Tak, wigc badania potwierdzity, ze mucynal

jest atrakcyjnym celem molekularnym w nowotworach wykazujacych nadekspresje tej



glikoproteiny, a zastosowanie OM-86I1 w skojarzeniu z przeciwciatem monoklonalnym anty-

MUCI1 moze stanowi¢ cenng ukierunkowang przeciwnowotworowg strategia terapeutyczna.

Znakomitg wigkszo$¢ wynikow Autor przedstawil w postaci bardzo przejrzystych rycin
(26), ktore wyczerpujaco dokumentujg przeprowadzone analizy. Wigkszo$¢ otrzymanych
danych zostata poddana ocenie statystycznej, co w znacznym stopniu obiektywizuje otrzymane
wyniki.

Uzyskane rezultaty zostaly przeanalizowane w ramach wnikliwej dyskusji (str. 126-
140), w ktorej daje si¢ zaobserwowa¢ duza erudycje Doktoranta i Jego umiejetnosé
samodzielnej, krytycznej oceny wtasnych wynikow w konfrontacji z wynikami publikowanymi
przez innych autoréw. Cato$¢ dyskusji $wiadczy o bardzo dobrym, merytorycznym
przygotowaniu Doktoranta, ktory wykazat si¢ umiej¢tnoscig korzystania z najistotniejszych

1 aktualnych danych literatury fachowe;j i zdolnos$cig formutowania logicznych wnioskéw.

Praca zostata napisana poprawnym jezykiem naukowym, ma bardzo staranng szate
graficzng. Podczas wnikliwego czytania pracy nasungto mi si¢ kilka pytan, na ktdre prosze
Doktoranta o odpowiedz:

1. Chgtnie dowiedzialabym si¢ na jakiej podstawie zostala wytypowana do badan
pochodna diizochinoliny OM-8611, czy wynikalo to np. z wczesniej
przeprowadzonych testow przesiewowych? Jesli tak, to jakich?

2. Czy oznaczono cytotoksycznos¢ zwigzku OM-86I1 wzgledem komorek linii
prawidlowych? Czy istnieje taka konieczno$¢? — prosz¢ o komentarz.

3. W mojej opinii poslugiwanie si¢ terminem ,,monoterapia” w kontek$cie badan
komorkowych in vitro jest dos¢ dyskusyjne — prosze o przestawienie alternatywnych

propozyciji.

Wymienione drobne niedoskonatosci 1 wagi w zadnym razie nie umniejszajg wartosci

merytorycznej pracy.

Podsumowujgc pragne stwierdzi¢, Pan mgr Wojciech Szymanowski przedtozyt bardzo
warto$ciowa prace, ktorg ocenial bardzo wysoko, wnosi powazny wktad w opracowywanie
strategii celowanej terapii przeciwnowotworowej. Doktorant wykazat si¢ umiejetnoscia
tworzenia hipotezy badawczej, projektowania i przeprowadzenia eksperymentéw z szeroko
rozumianej chemii medycznej, farmakologii i biologii komorki. Wykazat wysokie kompetencje

w zakresie analizy otrzymanych wynikow oraz formutowania wnioskow.



W mojej opinii recenzowana rozprawa w peini odpowiada wymaganiom stawianym
pracom doktorskim okreslone w Art. 13 ust. 1 z dn. 14 marca 2003r o stopniach i tytule
naukowym z pézniejszymi poprawkami z 2014r. (Dz.U. Poz. 1852), dlatego zwracam si¢
z wnioskiem do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku 0 dopuszczenie Pana mgr Wojciecha Szymanowskiego do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Z uwagi na wysoki poziom recenzowanej pracy, oryginalno$¢ stosowanych metod
badawczych, szczegdlne walory poznawcze i aplikacyjne oraz fakt, ze cze$¢ badan zostata
opublikowana w czasopismie anglojezycznym o zasiggu miedzynarodowym (IF=3,906; 70 pkt
MNISW) zwracam si¢ do Wysokiej Rady z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy doktorskiej

Pana Wojciecha Szymanowskiego.

prof. dr hab. Elzbieta P¢kala



