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dotyczaca rozprawy doktorskiej mgr farm. Wojciecha Szymanowskiego pt. ,Mucyna 1 jako cel
molekularny nowej pochodnej diizochinoliny w skojarzeniu z przeciwcialem anty-MUC1 w

komorkach raka piersi MCF-7 i raka zoladka AGS”.

Rozprawa mg. Wojciecha Szymanowskiego ,Mucyna 1 jako cel molekularny nowej pochodne;j
diizochinoliny w skojarzeniu z przeciwciatem anty-MUC1 w komorkach raka piersi MCF-7 i raka zotadka
AGS” pos$wiecona jest aktualnemu problemowi wspétczesnej nauki farmaceutycznej — systematycznym
badaniom skojarzonego dzialania przeciwciata monoklonalnego i wysoce aktywnej czasteczki
przeciwnowotworowej. Dobér obiektow badan jest udany i zasadny, gdyz diizochinoliny i ich
funkcjonalne pochodne charakteryzujg si¢ zroznicowana aktywnoscig farmakologiczng, niska
toksycznoscia w stosunku do komorek prawidlowych i syntetyczng dostgpnoscig. Zastosowanie
przeciwciala monoklonalnego w polaczeniu z chemioterapeutykiem w terapii przeciwnowotworowej to
nowoczesny trend w poszukiwaniu oryginalnych lekow. Biorgc pod uwagg powyzsze, recenzowana
rozprawa wpisuje sie w aktualny i nowoczesny kierunek badan jakim jest terapia spersonalizowana
ukierunkowana na wybrany cel molekularny.

Mgr Wojciech Szymanowski w swojej pracy doktorskiej ocenit aktywno$¢ biologiczna nowej
pochodnej oktahydropirazyno[2,1-a:5,4-a’|diizochinoliny (OM-86II) w monoterapii oraz w skojarzeniu z
przeciwcialem anty-MUC1 w komoérkach raka piersi MCF-7 i raka zolgdka AGS. Jedng ze strategii
wykorzystywanych w terapii ukierunkowanej na konkretne cele molekularne jest zastosowanie przeciwciat
monoklonalnych  z  chemioterapeutykami, co prowadzi do zwigkszenia ich  wlasciwosci
przeciwnowotworowych. Obiecujacym 1 atrakcyjnym celem molekularnym jest mucyna 1, ktorej
zwiekszong ekspresje wykazano w wielu typach nowotworéw. Ponadto, MUCI moze takze przyczyniaé
si¢ do aktywacji $ciezek sygnatowych odpowiedzialnych za progresje nowotworu, jak rowniez wehodzi¢ w
interakcje z wieloma czynnikami transkrypcyjnymi.

W pierwszym etapie badan Doktorant ocenit cytotoksyczno$é oraz whasciwosci antyproliferacyjne

nowej pochodnej diizochinoliny (zw. OM-86II), jak i leku referencyjnego -etopozydu w monoterapii, jak i




w skojarzeniu z przeciwciatem anty-MUCI. Inkubacja komorek raka piersi MCF-7 oraz raka zotadka AGS
z etopozydem, zwigzkiem OM-861I oraz przeciwciatem anty-MUCI prowadzi do zahamowania biosyntezy
DNA w obu liniach komoérek nowotworowych. Najsilniejsze wilasciwosci cytotoksyczne oraz
antyproliferacyjne wykazywat zwigzek OM-861I zastosowany wraz z przeciwcialem anty-MUCI.

Wysoki potencjat cytotoksyczny 1 silne wiasciwosei antyproliferacyjne nowej pochodnej
diizochinoliny (OM-861I) stosowanej w skojarzeniu z przeciwciatem anty-MUC1 w badanych liniach
komérkowych mogg by¢ wynikiem aktywacji programowanej $mierci komoérek. Wazng strategia walki z
nowotworami stalo sie wykorzystanie fizjologicznego mechanizmu $mierci komorkowej - apoptozy, jako
celu molekularnego w nowoczesnej terapii przeciwnowotworowej. Na podstawie analizy cytometrycznej
Doktorant wykazal, ze zwigzek OM-86Il, jak rowniez etopozyd, w skojarzeniu z przeciwcialem anty-
MUCI prowadza do wigkszego nasilenia apoptozy w komodrkach nowotworowych w pordwnaniu do
monoterapii tymi zwigzkami.

Kluczowa role w procesie indukcji apoptozy na drodze szlaku wewngtrznego odgrywaja
mitochondria, stanowigce gtéwny punkt kontrolny tego procesu. Parametrem, ktéry wskazuje na zmiany w
ich funkcjonowaniu jest obnizenie btonowego potencjatu mitochondrialnego (A¥Wm). Prowadzi to do
uwolnienia cytochromu ¢ z mitochondrium do cytoplazmy i aktywacji kaskady kaspaz. Zwigzek OM-86I1
w skojarzeniu z przeciwcialem anty-MUCI1 obniza potencjal mitochondrialny, jednakze efekt ten byt
znacznie silniejszy w komorkach raka zotadka AGS niz w przypadku komorek raka piersi MCF-7.

Wazna rol¢ w regulacji wewnetrznego szlaku apoptozy odgrywa rodzina bialek BCL-2, w ktorej
wyrdznia si¢ bialka pro- i antyapoptotyczne. Zwigzek OM-86II zarowno w monoterapii, jak i w
skojarzeniu z przeciwciatem anty-MUC1 powoduje wzrost stezenia proapoptotycznego biatka Bax w
komorkach raka piersi MCF-7 oraz raka zotadka AGS Proapoptotyczne biatko Bax aktywowane jest przez
biatko p53, ktére zwane jest ,,straznikiem genomu”. Biatko pS53 funkcjonuje jako czynnik transkrypcyjny
odpowiedzialny za regulacje genéw zaangazowanych w naprawe DNA, zatrzymanie cyklu komdrkowego
oraz apoptoze. Komérki prawidlowe charakteryzujg sie niskg ekspresjg biatka pS53 ze wzgledu na jego
krotki okres péttrwania (6-20 min.), za ktory odpowiada E3 ligaza ubikwityny — MDM2. W komorkach
nowotworowych dochodzi z kolei do czgstej inaktywacji biatka p53 na drodze dwodch gtoéwnych
mechanizmdéw: punktowych mutacji w genie 7P53, co prowadzi do powstania nieaktywnego biatka p53
lub tez w wyniku zaburzenia regulacji p53 przez MDM2. W wyniku utraty funkcjonalnosci p53,
uszkodzone komorki mogg sie namnaza¢ 1 w ten sposéb przenosi¢ mutacje na kolejne pokolenia.
Doktorant zbadal wptyw zwigzku OM-86I1 w monoterapii, jak réwniez w skojarzeniu z przeciwcialem
anty-MUCI na ekspresje biatka pS3 w badanych liniach komorkowych. W toku przeprowadzonych badan
Doktorant wykazatl, zwickszenie ekspresji biatka p53 zarbwno w monoterapii, jak 1 w skojarzeniu OM 86
II z przeciwcialem anty-MUCI.

Kluczowa role w transformacji nowotworowej guzow 1 ich pdzniejszym wzroscie, proliferacji 1
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metabolizm, wzrost i przezycie komérek nowotworowych. Mgr Wojciech Szymanowski zbadat wptyw
nowej pochodnej diizochinoliny (OM-8611) wraz z przeciwcialem anty-MUCI na stezenie kinazy mTOR
w komorkach raka piersi MCF-7 oraz raka zotadka AGS. Doktorant wykazat, ze inkubacja komorek MCF-
7 oraz AGS ze zwigzkiem OM-861I zastosowanym wraz z przeciwciatem anty-MUC] prowadzi do spadku
stgzenia mTOR. Mucyna 1 moze aktywowac szlak sygnatowy Src-CrkL-Rac1/Cdc42 po przylaczeniu sig¢
do migdzykomérkowej czasteczki adhezyjnej sSICAM-1. Aktywowany w ten sposob szlak prowadzi do
zwickszonej migracji komorek nowotworowych. W swojej rozprawie doktorskiej mgr Wojciech
Szymanowski wykazal, ze 24-godzinna inkubacja komorek raka piersi MCF-7 oraz komorek raka zotadka
AGS z badanymi zwigzkami spowodowata obnizenie stezenia SICAM-1.

Liczne badania potwierdzaja, ze inwazja i tworzenie przerzutow koreluje ze zwiekszong ekspresja
okreslonych metaloproteinaz w komérkach nowotworowych. Zdolno$é rozkladania kolagenowych
sktadnikow blon podstawnych komorek posiadaja w szczegdlnosei metaloproteinaza 2 (MMP-2) oraz
metaloproteinaza 9 (MMP-9). Zastosowanie zwigzku OM-86I1 w skojarzeniu z przeciwcialem prowadzi w
komorkach raka piersi MCF-7 do obnizenia stezenia obu badanych metaloproteinaz. Z kolei w przypadku
komorek raka zotadka AGS przeciwciato anty-MUC1 w skojarzeniu ze zwigzkiem OM-8611 prowadzi do
znacznego zwigkszenia stezenia MMP-2 oraz spadku stezenia MMP-9 w badanych mediach hodowlanych.

Na podstawie otrzymanych wynikow badan Doktorant stwierdzil, ze nowa pochodna
oktahydropirazyno[2,1-a:5,4-a’|diizochinoliny (OM-86II) zastosowana wraz z przeciwcialem anty-MUC]1
wykazuje silniejsze wlasciwosci cytotoksyezne i antyproliferacyjne w poréwnaniu do terapii etopozydem
zastosowanym wraz z przeciwcialem anty-MUCI, jak i monoterapii badanymi zwiazkami w komodrkach
raka piersi MCF-7 oraz raka zotagdka AGS. Ponadto, posiada ona silniejsze dziatanie proapoptotyczne, a
zainicjowana przez nig apoptoza przebiega szlakiem wewnetrznym i zwigzana jest ze wzrostem ekspresji
biatka p53 oraz wzrostem stezenia biatka Bax. Przeciwciato anty-MUC1 w skojarzeniu z nowa pochodna
diizochinoliny (OM-861I) przyczynia si¢ do obnizenia stgzenia bialek odpowiedzialnych za zwiekszong
proliferacje¢ i inwazj¢ komoérek nowotworowych, takich jak: mTOR, sSICAM-1 oraz MMP-9. Mgr Wojciech
Szymanowski stwierdzit, ze mucyna 1 stanowi obiecujgcy cel molekularny w nowotworach wykazujgcych
nadekspresj¢ tej glikoproteiny.

Czg$¢ wynikéw przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskiej zostala opublikowana w
dwoch artykutach:

1. Gornowicz A., Szymanowski W., Bielawska A., Szymanowska A., Czarnomysy R., Katuza 7.,

Bielawski K. Monoclonal anti -MUC] antibody with novel
octahydropyrazino[2,1 -a:5,4 -a'ldiisoquinoline ~ derivative as a potential multi -targeted

strategy in MCF -7 breast cancer cells. Oncol Rep, 2019; 42(4): 1391-1403.




2. Gornowicz A., Szymanowski W., Bielawski K., Katuza 7., Michalak O., Bielawska A.: Mucin
I as a molecular target of a novel diisoquinoline derivative combined with anti-MUC1 antibody

in AGS gastric cancer cells. Molecules, 2021; 26(21): 6504.

Czasopisma te ciesza si¢ duzym uznaniem ws$rdd specjalistow z dziedziny farmacji i medycyny.
Biorage powyzsze pod uwage, opublikowane artykuty naukowe Wojciecha Szymanowskiego $wiadczg o
jego profesjonalizmie i niewatpliwie przyzwoitym poziomie badan naukowych. Fragmenty rozprawy byly
wielokrotnie prezentowane na konferencjach naukowych, w tym miedzynarodowych.
W recenzowanej rozprawie mgr Wojciech Szymanowski wyraznie podkreslit wyniki badan
eksperymentalnych i rozwigzywania problemow naukowych, ale sg pewne kwestie do dyskusji.
1. Jakie bylo uzasadnienie syntezy zwigzku OM-86II na bazie pochodnej 15A (s. 50 rozprawy) ?
Czy wprowadzenie grupy okso w pozycji S(6H) jest wazne dla realizacji pozadanego efektu
farmakologicznego?
2. Czy sg jakie$ dane lub hipotezy dotyczace molekularnego mechanizmu wigzania czgsteczki
zwigzku OM-86II i przeciwciata anty-MUC17?
3. Jaki jest gtowny mechanizm dziatania przeciwnowotworowego zwigzku OM-86I17 Jaka jest
molekularna rola przeciwciata w zwigkszaniu poziomu aktywnosci kompleksu przeciwciato-

czgsteczka w porownaniu z indywidualnym zwigzkiem?

Reasumujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Wojciecha Szymanowskiego pt.
»Mucyna 1 jako cel molekularny nowej pochodnej diizochinoliny w skojarzeniu z przeciwciatem anty-
MUCI1 w komérkach raka piersi MCF-7 i raka zotadka AGS” cechuje si¢ istotnymi walorami, do ktérych
zalicza sie adekwatng do postawionych zadan metodyke, aktualno$¢ uzyskanych wynikow oraz
warto$ciowa dyskusje dowodzgcg wiedzy 1 opanowania tematu przez Doktoranta i zastuguje zdaniem

recenzenta na wyroznienie.

Praca doktorska mgr. Wojciecha Szymanowskiego w pelni spelnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w Art. 13 ust. 1 z dn. 14 marca 2003r. o stopniach i tytule naukowym
z pOzniejszymi poprawkami z 2014r. (Dz.U. Poz. 1852). Z wielka przyjemnoscig mam zaszczyt
przedstawi¢ wniosek Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne U M B o dopuszczenie mgr

Wojciecha Szymanowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Whiosek
w  sprawie  wyrodznienia  pracy  doktorskiej mgr. Wojciecha Szymanowskiego
pt. ,Mucyna 1 jako cel molekularny nowej pochodnej diizochinoliny w skojarzeniu z przeciwcialem
anty-MUC1 w komorkach raka piersi MCF-7 i raka Zoladka AGS”

Pragne rekomendowaé¢ do wyr6znienia rozprawe doktorska mgr Wojciecha Szymanowskiego
przez Rad¢ Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne UMB.

Nowoczesng  strategiy ~w  terapii  przeciwnowotworowej jest laczenie  klasycznych
chemioterapeutykow z przeciwciatami monoklonalnymi. Transblonowa glikoproteina typu I — mucyna 1
(MUC1) zostala uznana przez National Cancer Intitute jako jeden z najbardziej obiecujgcych i
atrakcyjnych celéw molekularnych ostatnich lat. Jej nadmierng ekspresje wykazano w wielu typach
nowotwordéw pochodzenia nablonkowego. MUC1 wplywa w znaczacy sposob na zahamowanie procesow
apoptozy i przekaznictwa sygnatlowego w komorkach nowotworowych. Zablokowanie funkeji MUCI
poprzez przeciwciata monoklonalne moze wspomaga¢ dziatanie terapeutyczne i zwigkszaé wrazliwose
komérek nowotworowych na dziatanie chemioterapeutyku.

Celem realizacji niniejszej pracy doktorskiej byta ocena aktywnosci biologicznej nowej pochodnej
oktahydropirazyno[2,1-a:5,4-a’]diizochinoliny (OM-861I) w skojarzeniu z przeciwciatem anty-MUCI oraz
poznanie molekularnego mechanizmu ich dziatania. Oceniono wptyw zwigzku OM-86II oraz przeciwciata
anty-MUC] zastosowanych w monoterapii, jak i w skojarzeniu na cytotoksyczno$¢ oraz proces biosyntezy
DNA w komérkach raka piersi MCF-7 oraz raka zotadka AGS. Kluczowe dla przedstawionej pracy
okazaly sie badania wptywu tych zwiazkéw na molekularne mechanizmy prowadzace do indukeji procesu
apoptozy.

Praca doktorska mgr Wojciecha Szymanowskiego prezentuje bardzo wysoki poziom naukowy i
zaowocowata dwiema publikacjami naukowymi w prestizowych czasopismach o wysokim wspolczynniku
IF. W obu publikacjach mgr Wojciech Szymanowski jest drugim autorem. Z pelnym przekonaniem

rekomenduje rozprawe doktorskg mgr Wojciecha Szymanowskiego do wyrdznienia.
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