Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Kusaczuk
pt. . Zastosowanie wybranych inhibitoréw deacetylaz histonow jako
farmakologicznych modulatoréw epigenetycznych w badaniach na komoérkach
glejaka wielopostaciowego mozgu”
wykonanej pod kierunkiem Promotora Pani dr hab. Marzanny Cechowskiej-Pasko w
Zakladzie Biochemii Farmaceutycznej Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem
Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku

Przedlozona do oceny rozprawa na stopien doktora nauk farmaceutycznych dotyczy
istotnych zagadnien zwiazanych z poznaniem wplywu wybranych przedstawicieli
inhibitorow deacetylaz histonéw (histone deacetylase inhibitors, HDIs) — pochodnej kwasu
mastowego - kwasu 4-fenylomastowego (PBA) i pochodnej kwasu hydroksamowego -
belinostatu (Bel), na komorki glejaka wielopostaciowego mozgu (glioblastoma multiforme,
GBM). Najbardziej zlosliwego nowotworu osrodkowego ukladu nerwowego o
zroznicowanym ukladzie histologicznym i komérkowym. Co roku w Polsce notuje si¢ ok.
2600 nowych przypadkéw zachorowan na guzy mozgu, w tym ok. 1200 przypadkéw na
glejaki zlosliwe. W ostatnich latach obserwuje si¢ tendencje¢ wzrostowa zachorowalnosci i
pomimo postepu neurochirurgii, radio- i chemioterapii prognozowanie wciaz jest
pesymistyczne, wskaznik $redniego przezycia wynosi 12,1-14,6 miesigcy.

Badania Pani mgr Magdaleny Kusaczuk dotycza zatem bardzo aktualnego
problemu i dobrze wpisuja si¢ w $wiatowe trendy naukowe poszukiwania skutecznych
strategii leczenia glejaka wielopostaciowego mozgu. Szczegolne zainteresowanie w tym
aspekcie wzbudzaja inhibitory deacetylaz histonéw, zwigzki indukujgce wzmozona
acetylacje histonow. Moduluja one struktur¢ chromatyny, co prowadzi do zmian w
ekspresji duzej liczby genow majacych wplyw na szlaki sygnatowe, sa odpowiedzialne za
hamowanie przebiegu cyklu komérkowego oraz angiogenezy, a takze indukcj¢ apoptozy w
komérkach nowotworowych. Jednak, po obiecujacych wynikach badan na zwierzgtach
oraz badan klinicznych, wiele pytan pozostaje nadal bez odpowiedzi. Mechanizm ich
aktywnosci przeciwnowotworowej nie zostal dotad w pelni poznany. jak rowniez dzialania
niepozadane, nie zostala wyjasniona selektywnos$c¢ i swoisto$¢ dzialania na poszezegolne
typy nowotworéw. Jak wykazano inhibitory deacetylaz histonéw charakteryzuja sig
stosunkowo mala toksycznoscia. ale reaktywacja epigenetycznie wyciszonych genoéw pod
ich wplywem moze stanowié¢ ryzyko potencjalnego uniesmiertelnienia prawidlowych dotad
komérek i rozwoju nowego ogniska pierwotnego nowotworu o innym umiejscowieniu.

Biorac pod uwage powyzsze informacje oraz obiecujace dotychczasowe wyniki

obserwacji uwazam podjecie przez Doktorantke niniejszego tematu badawczego za



niezwykle wazne z punktu widzenia nauk farmaceutycznych i medyeznych oraz w pelni

uzasadnione.

Ocena strony formalnej rozprawy

Praca doktorska Pani mgr Magdaleny Kusaczuk stanowi spojny tematycznie zbior
trzech prac pelnotekstowych, w tym jednej pogladowej i dwoch oryginalnych,
eksperymentalnych, zamieszczonych na lamach prestizowych, o mig¢dzynarodowym
zasiegu czasopism, takich jak: Current Pharmaceutical Design, Tumor Biology,
Investigational New Drug. Znajduja si¢ one na tzw. Liscie filadelfijskiej. Ich taczny
wspolezynnik oddziatywania (Impact Factor, IF) to 9,259, punktacja MNiSW wynosi 95.
Doktorantka jest pierwszym autorem we wszystkich pracach.

Uklad ocenianej rozprawy jest przedstawiony w sposob czytelny z zachowaniem
logicznego porzadku tematycznego. Zbior omawianych publikacji opatrzony jest
opracowaniem, na ktore skladaja si¢: Wprowadzenie — zapoznajace czytelnika w sposGb
kompetentny z zagadnieniami dotyczacymi znaczenia procesu acetylacji histonéw w
patogenezie nowotworéw, miejscem inhibitorow deacetylaz histonow, zwlaszcza kwasu 4-
fenylomastowego i belinostatu, w leczeniu choréb nowotworowych, z uwzglednieniem
metod prowadzonych obserwacji, jak rowniez wyjasnieniem podstawowych pojec
zwiazanych z tematyka dysertacji; Cel pracy — przekonujaco uzasadniajacy wybor
podjetych zadan badawczych; Rozdzialy 3, 4 i 5 — obejmujace odpowiednio prace
pogladowa pt. ,,Phenylbutyric acid: simple structure — multiple effects”, opublikowang w
Current Pharmaceutical Design w 2015 r., w ktorej w sposob wielokierunkowy, na
podstawie 175 pozycji pismiennictwa (Doktorantka jest wspolautorem pozycji 107),
oméwiono wihasciwosci, dzialanie, znaczenie w terapii kwasu 4-fenylomastowego; oraz
dwie prace oryginalne - pierwsza pt. ..Phenylbutyrate — a pan-HDAC inhibitor — suppresses
proliferation of glioblastoma LLN-229 cell line”, opublikowana w Tumor Biology w 2016
r., przedstawiajaca obserwacje wplywu PBA na komorki glejaka mézgu linii LN-229 i LN-
18 oraz druga pt. ,,Molecular and cellular effects of a novel hydroxyamate-based HDAC
inhibitor-belinostat-in glioblastoma cel lines: a preliminary report”, ktéra ukazala si¢ w
Investigational New Drug w 2016 r., podobnie jak poprzednia publikacja prezentujaca
unikatowe wyniki dotyczace dzialania innego modulatora epigenetycznego — belinostatu
na wymienione linie komérkowe; Dyskusja — interpretujgca uzyskane spostrzezenia w

zestawieniu ze znanymi z pi$miennictwa faktami, potwierdzajgca zasadnos¢ wybranego



celu pracy oraz wskazujaca na potencjalne znaczenie aplikacyjne uzyskanych wynikow;
Whioski - dostarczajace cennych informacji i wskazowek do prowadzenia dalszych badan;
Bibliografia — 33 specjalistyczne pozycje, pochodzace w znacznej mierze z okresu
ostatnich 11 lat, odpowiednio dobrane do tematu rozprawy doktorskiej oraz dokladnie
opracowane; Streszczenie w j¢zyku polskim i angielskim, Suplement - obejmujacy Liste
publikacji stanowiacych rozprawe doktorska, innych — do ktérych nalezy praca
angielskojezyczna zamieszczona w czasopiémie Current Pharmaceutical Design o
wspolezynniku oddziatywania (IF) 3,288 i 35 pkt MNiSW. ponadto 9 doniesien
zjazdowych, prezentowanych na zjazdach o zasiggu krajowym i migdzynarodowym;
Curriculum vitae — $wiadczace o duzej aktywnosci i znaczacych kwalifikacjach
naukowych Doktorantki, kierowaniu przez Nia projektem naukowym finansowanym przez
Narodowe Centrum Nauki w ramach 9 edycji konkursu Preludium oraz czterema
projektami statutowymi UMB, a takze o uznaniu, jakim darzy srodowisko naukowe Pania
mgr Magdalene Kusaciuk, powierzajac jej recenzowanie publikacji w czasopismach o
zasiegu miedzynarodowym; Oswiadczenia wspolautoréw - okreslajace ich indywidualny
wklad oraz podajace odsetek indywidualnego udzialu Doktorantki w powstanie
poszczegolnych prac (70-75%).

Szkoda, ze Autorka, zgodnie z ukladem typowym dla prac oryginalnych, nie
umiescita wykazu zastosowanych skrotow z ich rozwinigciem, a takze rozdzialow Material
i metody oraz Wyniki - zawierajagcego zwiezle zestawienie opisanych w publikacjach

efektow badan. Wymieniona uwaga w niczym nie umniejsza waloréw merytorycznych

pracy.

Ocena merytoryczna

Przedmiotem prac, skladajacych sie na cykl stanowiagcy dysertacj¢ doktorska, byly
badania, ktore dotyczyly poszukiwania czynnikéw odpowiedzialnych za hamowanie
proliferacji i indukcje apoptozy oraz mechanizméw regulacji wymienionych procesow, w
komérkach glejaka wielopostaciowego mozgu. Cel ten zrealizowata Doktorantka poprzez
analize wybranych komoérkowych i molekularnych efektow dzialania kwasu 4-
fenylomastowego i belinostatu na komorki glejaka mézgu linii LN-229 i LN-18, jak
rowniez ocene potencjalnych mozliwosci wykorzystania wymienionych inhibitoréw

deacetylaz histonéw w terapii nowotworow mozgu.



Pani mgr Magdalena Kusaczuk wykazala, ze substancje o charakterze modulatorow
epigenetycznych, zarobwno PBA, jak i Bel skutecznie hamuja aktywnos¢ enzymatyczng
deacetylaz histonow w komérkach glejaka mozgu, przy czym Bel hamuje proliferacj¢ obu
obserwowanych linii glejaka, a PBA obniza przezywalno$¢ komorek linii LN-229, nie
wykazujac whasciwosci cytotoksycznych wobec linii LN-18. Doktorantka stwierdzita pod
wplywem PBA silne hamowanie cyklu komérkowego w fazie S i G2/M komorek linii LN-
229, z jednoczesnym nasileniem ekspresji genu p2/ i obnizeniem ekspresji genow biatek
antyapoptotycznych Bcl-2 i Bel-X;. Ponadto, belinostat w wyrazny sposob zwigkszal
ekspresjie genow biatek proapoptotycznych Puma, Bim i Chip, a zmniejszal bialek
cytoprotekcyjnych GRP78 i GRP94, indukujac proces apoptozy.

Przeprowadzone badania, dobrze zaplanowane przez Doktorantke pod opieka
doswiadczonego Promotora, pozwolily na zrealizowanie zalozonego celu pracy. Oceniam
pozytywnie zakres prac badawczych ze wzgledu na ich charakter nie tylko poznawczy, ale
rowniez praktyczny. Wyrazem ich nowatorskiego charakteru i naukowej wartosci byto ich
opublikowanie w renomowanych czasopismach, a zatem i recenzowanie przez
miedzynarodowy zespot ekspercki. Znaczaco podnosi to ich oceng merytoryczng. Takze
metody badawcze opisane szczegdlowo w publikacjach nie budza zastrzezen. Pani mgr M.
Kusaczuk wykonata serie pracochtonnych obserwacji, ktore wymagaty nie tylko wiedzy
teoretycznej, ale takze umiejetnosci manualnych postugiwania si¢ nowoczesnymi,
precyzyjnymi metodami wyznaczajacymi postep w dziedzinie biologii molekularnej i
biochemii.

Wyniki badan zakonczone slusznymi nowatorskimi wnioskami, $wiadczacymi o
innowacyjnym charakterze obserwacji, kompetencjach Kandydatki oraz umiejetnosci
rozwigzywania trudnych probleméw badawczych, dostarczaja cennych informacji i
wskazowek do prowadzenia dalszych badan, ktore moga przyczyni¢ si¢ do optymalizacji

leczenia glejakow mozgu.



Podsumowanie

Stwierdzam, ze wyniki pracy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Kusaczuk maj3
duze znaczenie poznawcze i praktyczne wzbogacajyce wiedz¢ z zakresu biologii
molekularnej, biochemii, genetyki nowotworéw. Sposéb przeprowadzonych
obserwacji, rzeczowa dyskusja i przedstawione wyniki $wiadcza o dojrzalosci
naukowej Doktorantki oraz mozliwo$ciach samodzielnego prowadzenia badan. Praca
odpowiada w pelni wymogom stawianym wobec rozpraw doktorskich.

Zwracam si¢ zatem z pelnym przekonaniem do Wysokiej Rady Wydzialu
Farmaceutycznego 2z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku z wnioskiem o dopuszczenie Kandydatki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie, proponuj¢ wyroznienie pracy doktorskiej, bioragc pod uwage
spelnienie warunkéw Regulaminu wyrézniania rozpraw doktorskich na Wydziale
Farmaceutycznym z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku obejmujacych: wysoki poziom pracy, elementy nowosci
naukowej zawarte w ocenianej rozprawie, zastosowanie zloZzonego warsztatu
metodycznego, potencjalne znaczenie praktyczne opisanych badan. Ponadto
sumaryczny wspolczynnik wplywu publikacji wchodzacych w zakres rozprawy
doktorskiej jest wickszy od 4 (wynosi 9,259), Kandydatka jest pierwszym
wspolautorem trzech publikacji zamieszczonych w czasopismach z listy JCR
posiadajacych sumaryezny IF wi¢kszy niz 5 oraz pierwszym autorem dwdéch
publikacji nie majacych charakteru pracy przegladowej opublikowanych w

czasopismach o wspélezynniku wplywu powyzej 5.

Uniwersytet A zny we Wroctawiu
AT ZARLAD

KA
FARMAKOL( KLINICZNEJ

prof. dr hab. Annft Wiela-Hoefska

Wroclaw, 28.12.2016 .



