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Ocena rozprawy doktorskiej
pt.: ,Zastosowanie wybranych inhibitorow deacetylaz histonow jako farmakologicznych
modulatoréw epigenetycznych w badaniach na komoérkach glejaka wielopostaciowego
mozgu”

wykonanej przez mgr Magdaleng Kusaczuk w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Glejak wielopostaciowy mozgu jest gleboko naciekajgcym nowotworem ztosliwym, drugim
po biataczkach co do czestosci wystgpowania u dzieci. Rokowania zaleza od stopnia
zoéliwosci guza, najczesciej jednak rok od zdiagnozowania przezywa jedynie potowa
pacjentow. Leczenie jest trudne, jezeli jest to mozliwe ze wzgledu na lokalizacjg w pierwszej
kolejnosci stosuje sie radykalny zabieg chirurgiczny, a jezeli nie mozna usungc cafosci guza,
lub pooperacyjnie wprowadza sig radio- i chemioterapie, czy leczenie immunologiczne
(bewacyzumab).

Jak wszystkie nowotwory ztosliwe glejak wielopostaciowy powstaje w wyniku rozchwiania
genomu w skutek nagromadzenia wielu mutacji protoonkogenow, antyonkogenow i genow
supresorowych. Oprocz uszkodzen genomu wynikajacych z mutacji, istotng role w modulacji
ekspresji genow petniag zmiany epigenetyczne, czyli zachodzace bez zmian sekwencji
genomu. Zwigzane sg ze zmianami struktury chromatyny, czyli zaréwno z modyfikacjami
potranslacyjnymi biatek histonowych, jak i przebudowa DNA (np. metylacja zasad
azotowych), co wplywa¢ moze na szybkosc i natezenie ekspresji genow. Obecnie coraz
wiecej badan prowadzonych jest nad wyjasnieniem mechanizmow zjawisk epigenetycznych i
powigzaniem ich z transformacja nowotworows.

Histony s3 biatkami tworzacymi rdzen, wokot ktorego ,owinieta” jest podwojna ni¢ DNA.
Modyfikacje potranslacyjne biatek histonowych i zwigzana z tym przebudowa chromatyny,
moze mie¢ wptyw na ekspresje genow zaangazowanych w przebieg i regulacje cyklu
komorkowego, a wiec bezposrednio zwigzanych z kancerogenezg. Jednym z rodzajow
zmian epigenetycznych, odgrywajgcych istotna role w regulacji transkrypcji genow, jest
acetylacja i deacetylacja histonow, katalizowana przez acetylotransferazy histonow i
deacetylazy histonéw. Hiperacetylacja histonow prowadzi do nasilenia ekspresji genow,
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podczas gdy deacetylacja obniza ich ekspresje. Stwierdzono, ze w komérkach wielu
nowotworéw dochodzi do przesuniecia rownowagi dynamicznej miedzy acetylacjq i
deacetylacja na strone deacetylacji, co wigze sig z obnizeniem stopnia acetylacji histonow i
zwigzanym z tym wyciszeniem wielu genow, w tym supresorowch. Proces ten moze miec
wptyw na wazrost i proliferacje komorek nowotworowych. W komorkach glejaka
wielopostaciowego mozgu opisano nadekspresjg genow kodujacych deacetylazy, a co za
tym idzie zwigkszong aktywnosc tych enzymow, podczas, gdy potencjat deacylacyjny w
komarkach prawidtowego astrogleju byt niski.

Badania prowadzone przez mgr Magdaleng Kusaczuk dotycza wptywu inhibitorow
deacetylaz: kwasu 4-fenylomastowego oraz belinostatu, bedacego pochodna kwasu
hydroksamowego, na proliferacjg komérek glejaka wielopostaciowego linii LN-18 i LN-229
hodowanych in vitro. W $wietle informacji podanych wyzej, podjecie przez Doktorantke
proby hamowania proliferacji komorek tego nowotworu poprzez modulacje zmian
epigenetycznych oraz analiza molekularnych mechanizméw dziatania badanych inhibitorow
jest jak najbardziej uzasadnione. Wiadomo, ze kwas 4-fenylomastowy hamuje proliferacje
komérek glejaka wielopostaciowego, jednak innych linii komorkowych, niz badanych przez
Doktorantke. Dziatanie belinostatu na proliferacje komorek glejaka nie byto jeszcze
analizowane. Zaréwno wybor tematu badan, jak i modelu doéwiadczalnego jest wigc
wtasciwy. Eksperymenty prowadzone przez mgr Magdalene Kusaczuk sg nowatorskie i
poszerzaja stan wiedzy na temat molekularnych mechanizmow wzrostu glejaka
wielopostaciowego. Co jest bardzo istotne, moga stanowi¢ pierwszy krok w kierunku
opracowania nowej strategii terapii tego nowotworu.

Celem postawionym sobie przez Doktorantke byta analiza komorkowych i molekularnych
efektow dziatania kwasu 4-fenylomastowego i belinostatu na komorki glejaka
wielopostaciowego linii LN-18 i LN-229, a takze ocena potencjalnych mozliwosci
wykorzystania badanych inhibitoréw deacetylaz w terapii tego nowotworu. Cel
sformutowany zostat jasno i precyzyjnie, wynikat z przegladu danych pismiennictwa.

Rozprawe przygotowang przez Doktorantke rozpoczyna wprowadzenie, w ktérym w sposob
whaéciwy uzasadniono celowos¢ podjetych badan, a nastgpnie w sposob jednoznaczny
przedstawiono cel pracy. Szeroka analize komorkowych oraz molekularnych mechanizmow
dziatania kwasu 4-fenylomastowego w roznych stanach patologicznych, w tym w chorobie
nowotworowej, przedstawiono w artykule pogladowym, ktorego Doktorantka jest
pierwszym autorem. Kolejng czes$¢ rozprawy stanowig dwie prace eksperymentalne, ktorych
mgr Magdalena Kusaczuk jest rowniez pierwszym autorem, dotyczace dziatania kwasu 4-
fenylomastowego oraz belinostatu na hodowane komorki glejaka wielopostaciowego linii LN-
18 i LN-229.
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Jako, ze wyniki przeprowadzonych przez Doktorantke doswiadczen opublikowane zostaty w
recenzowanych czasopismach fachowych o zasiggu migdzynarodowych, nie na miejscu
bedzie merytoryczna ocena tych prac. Zostata ona juz dokonana przez recenzentow
wyznaczonych przez odpowiednie redakcje. Moge jedynie stwierdzi¢, ze Doktorantka w
sposob logiczny i przemyslany przedstawita zatozenia oraz materiaty i metody
wykorzystywane w swoich badaniach, wyniki przedstawione sg w sposob czytelny i
jednoznaczny, a dyskusja napisana jest w sposdb umiejetny i wskazujacy na dojrzatosc
naukowga Autorki.

Mgr Magdalena Kusaczuk wykazata, ze obydwa analizowane inhibitory deacetylaz histonow
hamuja aktywnosé tych enzyméw w komorkach glejaka wielopostaciowego linii LN-18 oraz
LN-229. Stwierdzita, ze kwas 4-fenylomastowy obniza przezywalnos¢ komorek linii LN-229,
nie wykazujac cytotoksycznosci w stosunku do komorek linii LN-18. Mechanizm hamowania
proliferacji komdrek LN-229 polega na hamowaniu cyklu komérkowego w fazie S i G2/M,
czemu towarzyszy obnizenie ekspresji genéw kodujgcych biatka antyapoptotyczne z rodziny
Bcl. Belinostat hamowat proliferacje obydwu badanych linii komorek glejaka, kierujac je na
szlak apoptozy. Uzyskane wyniki wskazuja na potencjalng mozliwos¢ wykorzystania
belinostatu w opracowaniu nowych strategii terapii glejaka wielopostaciowego mozgu.

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Kusaczuk zawiera streszczenie wynikow badan, podane
w jezyku polskim i angielskim, w ktorym w sposob syntetyczny przedstawiono najwazniejsze
zatozenia, wyniki i wnioski ptyngce z pracy. Rozprawe konczy wykaz publikacji, ktorych
Doktorantka jest wspodtautorkg oraz oswiadczenia wspotautorow tych publikacji o swoim
udziale w projektowaniu i prowadzeniu eksperymentow, a takie w przygotowaniu wynikow
do druku.

Recenzent nie bytby recenzentem, gdyby sie do czegos nie przyczepit. We wprowadzeniu,
uzasadniajgcym celowos¢ podjecia projektowanych badan Doktorantka nie ustrzegta sie kilku
drobnych btedéw. Np. na str. 4, wiersz 7, pisze: ,.... w komarkach ... dochodzi do akumulacji
wielu zaburzen genetycznych takich, jak np. amplifikacja receptora nabtonkowego czynnika
wzrostu...”, zamiast: ,amplifikacja genu receptora nabtonkowego czynnika wzrostu...”.

Na tej samej stronie, ostatni wiersz, pisze: ... acetylacja fragmentow biatek histonowych
odgrywa istotng role w regulacji transkrypcji komorek eukariotycznych...”, zamiast: ... w
regulacji transkrypcji genow komorek eukariotycznych...”. W wielu miejscach uzywany jest
termin ,modyfikacje posttranslacyjne”, podczas, gdy zalecang formg jest ,modyfikacje
potranslacyjne”. W artykule opublikowanym w Tumor Biology wklejono najpierw strone
936, a pozniej 935. W artykule opublikowanym w Current Pharmaceutical Design na rycinie 2
(str. 2149) redakcja nie zauwazyta btednie podanej nazwy: ,carbamylphosphate” zamiast
,carbamoyl phosphate”. Sg to jednak drobiazgi, w niczym nie wptywajace na wartosc
ocenianej pracy, a zasygnalizowane zostaty jedynie po to, aby udowodnic, ze recenzent
przeczytat catg rozprawe.



Podsumowujac, rozprawe doktorska mgr Magdaleny Kusaczuk oceniam wysoko. Stanowi
ona niewatpliwie samodzielne rozwiazanie konkretnego problemu badawczego,
postawionego przez Doktorantke jako cel badan. Cel ten zostat zrealizowany w catosci, a
drobne uwagi recenzenta w niczym nie umniejszajg rangi pracy. Praca spetnia wszystkie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim, opisane w art. 13 ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki. Nalezy podkreslic, ze
wyniki badan Doktorantki opublikowane zostaty w miedzynarodowych czasopismach
specjalistycznych z listy filadelfijskiej, a w pracach tych Doktorantka jest pierwszym
autorem. Przedstawiam zatem Pani Dziekan oraz Wysokiej Radzie Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku wniosek o przyjecie pracy doktorskiej i dopuszczenie mgr Magdaleny Kusaczuk
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage fakt, ze oceniana praca prezentuje bardzo wysoki poziom naukowy, ma
istotne walory poznawcze, a by¢ moze i aplikacyjne, oraz ze wzgledu na to, ze rozprawa
sktada sie z trzech prac o tacznym wskazniku wptywu IF ponad 9 (punktacja MNiSW WYynosi
95), w pracach tych Doktorantka byta pierwszym autorem, a wedtug oswiadczen
wspotautorow Jej udziat w wykonaniu i publikacji tych prac wynosit ponad 70%, wnoszg do
Wysokiej Rady Wydziatu o wyroznienie pracy.



