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Recenzja rozprawy doktorskiej pt. ,,Przetamanie opornosci wielolekowej nowot-
woréw na poziomie genomu: opracowanie metody zapobiegajacej nadekspresji
transporterow ABC w komodrkach nowotworowych opartej na inhibitorach en-
zymoOw remodelujgcych chromatyne”, mgr Magdaleny Strachowskie;.

Obecnie choroby nowotworowe sg jedng z gldwnych przyczyn zgonéw na S$wiecie.
Szacuje si¢, ze w najblizszych latach mogg one sta¢ si¢ ich dominujgcg przyczynag,
przewyzszajac inne schorzenia przewlekte, takie jak choroby sercowo-naczyniowe. W zwigzku z
tym nowotwory stanowig powazny problem cywilizacyjny i wyzwanie dla wspolczesnej
medycyny. Zrozumienie mechanizméw molekularnych i komorkowych lezgcych u podstaw
transformacji nowotworowej, progresji choroby oraz interakcji komodrek nowotworowych ze
srodowiskiem guza, w tym z ukladem odpornosciowym, jest kluczowe dla opracowywania
skutecznych metod zapobiegania, wezesnej diagnostyki i leczenia. Chociaz obecnie stosuje sie
wiele terapii przeciwnowotworowych, takich jak chemioterapia, radioterapia, immunoterapia,
terapie celowane czy leczenie hormonalne, skuteczno$¢ wielu z nich jest ograniczona. Gtoéwng
przyczyng niepowodzen terapeutycznych jest rozwdj opornosci wielolekowej (MDR, multidrug
resistance), czyli zdolnosci komorek nowotworowych do unikania dziatania r6znych klas lekow.
Opornos¢ ta moze mie¢ charakter pierwotny (wystepujacy od poczatku leczenia) lub nabyty

(rozwijajacy si¢ w trakcie terapii) i wynika z wielu mechanizmdw, takich jak: nadekspresja
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transporterow blonowych, zmiany w szlakach sygnatowych i regulacyjnych, mutacje w
konkretnych genach, aktywacja mechanizmoéw naprawy DNA, czy zmiany w mikrosrodowisku
guza. Jednym z najbardziej agresywnych nowotworéw piersi, opornym na leczenie, w ktérym
brak jest terapii celowanej a immunoterapia nie przynosi spektakularnych wynikow jest potréjnie
ujemny rak piersi. Ponadto wile innych typéw nowotworéw m.in. w raku phuca, trzustki, etc.
mechanizm opornosci wielolekowej jest powaznym problemem terapeutycznym. Opornosé
wielolekowa jest gtdéwnie zwigzana ze specyficzng ekspresjg grupy biatek pelnigcych funkcje
przezblonowych pomp molekularnych m. in transporterow ABC.

Celem przedstawionej rozprawy doktorskiej byla analiza funkcji biatka p300 w
wytwarzaniu oporno$ci wielolekowej na wybrane chemioterapeutyki poprzez indukcje tran-
skrypcji gendéw z rodziny ABC. Ponadto, szczegdtowe cele pracy obejmowaly: identyfikacje
biatek ABC, ktére ulegaty nadekspresji w komorkach nowotworowych opornych na chemiotera-
peutyki, identyfikacja ich wewnetrznej lokalizacji w tych komorkach, wptyw inhibitoréw bro-
modomeny CBP/p300 oraz inhibitorow PARP-1na ekspresj¢ bialek ABC, zbadanie wptywu
ADP-rybozylacji w zaleznej od p300nadekspresji biatek ABC, identyfikacja czynnika tran-
skrypcyjnego towarzyszacemu PARP-1 w miejscach regulatorowych w wybranych genach trans-
porterow ABC, ktore ulegajg ekspresji w liniach opornych na chemioterapeutyki oraz
identyfikacja modyfikacji potranslacyjnych biatka PARP-1, ktére mogg mie¢ wplyw na jego
funkcje.

Rozprawa zostala przygotowana w sposob przemyslany i spdjny. Sktada sie ze
streszczenia, w ktorym klarownie przedstawiono gtowny problem badawczy, czgsci wprowa-
dzajacej, jasno zdefiniowanych celow pracy, przejrzystej prezentacji wynikow badan oraz dobrze

uargumentowanych wnioskow koncowych. Osobne miejsce w pracy zajmuje wykaz publikacji
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stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej, kompletne wersje tych publikacji oraz stosowne
oswiadczenia wspotautoréw, co $wiadczy o przejrzystosci i zgodnosci pracy z zasadami etyki
naukowej. Na szczegdlne uznanie zastuguje rozbudowana i klarownie napisana czgs¢ wprowa-
dzajaca, ktora w sposob rzeczowy wprowadza czytelnika w aktualny stan wiedzy w dziedzinie
regulacji ekspresji gendw MDR oraz mechanizmoéw opornosci nowotwordw na leczenie. Cele
badawcze zostaly przedstawione w sposob precyzyjny i logiczny, a wyniki badan zostaty opisane
z nalezytg staranno$cig i opatrzone rzeczowg interpretacja. Wnioski konicowe sg poprawnie sfor-
mulowane, dobrze osadzone w kontek$cie uzyskanych danych eksperymentalnych i ukazuja
trafno$¢ przyjetych hipotez badawczych. Rozprawa zawiera rowniez streszczenia w jezyku pol-
skim 1 angielskim, co umozliwia szerszemu gronu odbiorcéw zapoznanie si¢ z jej trescig. Calo$¢
pracy zostata przygotowana w sposob przejrzysty, logiczny i przystepny, co znacznie ulatwia
ocene osiggni¢e¢ badawczych Doktorantki. Warto takze podkresli¢, ze Doktorantka wykazata si¢
duzg samodzielno$cia, dojrzatoscig naukowg oraz umiejetnosciag krytycznej analizy wynikow. Jej
osiggniecia zostaty przedstawione w sposob wywazony i merytoryczny, co $wiadczy o wysokim
poziomie kompetencji naukowych. Praca spelnia wszelkie wymogi formalne i jest zgodna z Ust-
awg z dnia 20 lipca 2018 roku — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz.
1668 z p6zn. zm.) oraz odpowiednimi aktami wykonawczymi wydanymi na jej podstawie, regu-
lujagcymi tryb i warunki przeprowadzania postepowan w sprawie nadania stopnia doktora,
doktora habilitowanego oraz tytutu profesora.

W pracy Doktorantka przeanalizowata ekspresj¢ genow z rodziny ACB w roznych liniach
komorkowy (raka piersi TNBC, raka watroby i raka phluca) opornych na chemioterapeutyki uzy-
wane w leczeniu nowotwordw w tym, cisplatyne, doksorubicyne i paklitaksel. Wysoka ekspresja

niektorych transporterow ABC jest zwigzana z opornoscig wielolekowg w komorkach nowot-
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worowych. W swojej pracy Doktorantka zbadala czy [-CBP112, inhibitor bromodomeny
CBP/p300, wptywa na wrazliwo$¢ linii komdrkowych na zastosowane chemioterapeutyki. Zasto-
sowanie [-CBP112 prowadzilo do zmniejszenia ekspresji badanych transporteréw ABC w
komérkach raka piersi (MDA-MB-231), ptuc (A549) i watroby (HepG2) i zwigkszenia akumula-
cji lekow przeciwnowotworowych, takich jak doksorubicyna, daunorubicyna i metotreksat,
wewnatrz komorek oraz znaczne uwrazliwienie komorek na szeroki zakres chemioterapeutykow.
Dlaczego Doktorantka wybrala te, a nie inne linie nowotworowe i jakie kryteria przyjeto
przy wyborze linii komérkowych do badan?

W dalszej czesci Doktorantka wykazata, ze promotory genéw ABCCI1 i ABCCI10,
ktorych ekspresja zostata zahamowana przez [-CBP112 w komérkach MDA-MB-231, charak-
teryzowaly sie zwickszong acetylacjg nukleosomdéw oraz znacznym obnizeniem trimetylacji his-
tonu H3K4me3, co jest zwigzane z aktywacjg transkrypcji. Inhibitor bromodomeny CBP/p300
indukowat rekrutacje demetylazy LSD1 do promotoréw tych genéw. Hamowanie LSD1 w obec-
nosci I-CBP112 zapobiegato represji ABCC1 i ABCC10 oraz, w znacznym stopniu, uwrazliwie-
niu komorek nowotworowych na leki. Jakie mechanizmy molekularne odpowiadaja za
represje ekspresji genéw ABCC1 i ABCC10 po zastosowaniu inhibitora bromodomeny
CBP/p300 (I-CBP112) i jaki jest udzial demetylazy LSD1 w tym procesie? Jakie inne
funkcje, poza regulacjg transkrypcji poprzez acetylacje reszt lizynowych na ogonach his-
tonowych, pelni p300 w komérkach nowotworowych? Ciekawa réowniez jestem, czy obser-
wowana zmiana w ekspresji transporteréw ABC ma charakter odwracalny po usunig¢ciu
inhibitora? Bardzo czesto terapie skojarzone sg zdecydowanie bardziej toksyczne dla pacjentow
niz monoterapie, czy istnieje ryzyko, ze polaczenie inhibitorow CBP/p300 za chemiotera-

peutykami bedzie bardziej toksyczne oraz czy dlugotrwale hamowanie CBP/p300 moze
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prowadzi¢ do niepozadanych efektow ubocznych zwigzanych z globalna represja tran-
skrypcji?

W kolejnym badaniu Doktorantka wykazata, ze I-CBP112 znaczaco obnizyl ekspresj¢
genow transporteréw ABC, takich jak ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC5, ABCG2, a
takze ABCC10 w komorkach potrojnie negatywnego raka piersi (MDA-MB-231) oraz ABCC4 w
komérkach niedrobnokomorkowego raka ptuc (A549). W wyniku obnizenia ekspresji tranéporte-
row ABC, I-CBP112 zwiekszyl wewnatrzkomorkowsg akumulacje lekow przeciwnowotworo-
wych, takich jak doksorubicyna, daunorubicyna i metotreksat, co prowadzilo do zwiekszonej
cytotoksycznosci tych lekéw wobec komorek nowotworowych w hodowlach 2D i 3D. Dodat-
kowo, zastosowanie [-CBP112 prowadzito do polaryzacji ludzkich makrofagéw w kierunku
fenotypu prozapalnego M1, a [-CBP112 nie wykazywal toksycznosci wobec pierwotnych linii
komérkowych ani nie zwigkszal toksycznosci lekow przeciwnowotworowych wobec komorek
uktadu odpornosciowego.

W dalszych etapach badan Doktorantka zastosowala inhibitory PARP-1, poniewaz enzym
ten jest znanym partnerem koaktywatora transkrypcyjnego p300, w celu sprawdzenia, czy bierze
on udzial w regulacji ekspresji gendw transporterow ABC zaleznych od p300. Badania pot-
wierdzity te zalezno$§¢ — zahamowanie aktywnos$ci PARP-1 prowadzito do zmniejszenia ek-
spresji wybranych genow kodujacych bialka z rodziny transporterow ABC, co wskazuje, ze
PARP-1 uczestniczy w ich transkrypcyjnej regulacji. Ponadto, Doktorantka zidentyfikowata
biatko SMARCAL1 jako istotny czynnik uczestniczacy w regulacji ekspresji genow ABCC3 i
ABCC4 w sposob zalezny od PARP-1 1 p300. Geny te kodujg transportery, ktére odgrywajg
kluczowa role w oporno$ci wielolekowej, szczegolnie po traktowaniu komorek nowotworowych

liniit MDA-MB-231 doksorubicyng. W swojej pracy Doktorantka przytoczyta, ze biatko SMAR-
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CALl jest biatkiem kompleksu typu SWI/SNF. Prosze¢ doktorantke¢ o analiz¢ podjednostek
komplekséw SWI/SNF i podanie ich skladu, oraz do jakiego kompleksu nalezy SMARCAL.

Nalezy podkresli¢, ze w swojej pracy Doktorantka postuzyla si¢ szerokim repertuarem
metod biologii molekularnej i komdrkowej a przed wszystkim swoje wyniki zweryfikowata w
hodowlach komoérkowych nie tylko 2D ale takze 3D. Obecnie hodowle 3D sg coraz czgsciej
uzywane w badaniach naukowych, gdyz lepiej oddaja nature komoérek nowotworowych, ktore
rosng w skupiskach i tworza guzy. Ponadto, na podkreslenie rdwniez zastuguje fakt, ze
Doktoranta jest pierwszym autorem prac oryginalnych publikowanych w renomowanych
pismach naukowych o zasiggu migdzynarodowym oraz w pracy pogladowej dotyczacej aktywn-
o$ci inhibitorow CBP/p300 i ich funkcji w terapii przeciwnowotworowe;j.

Podsumowujgc uwazam, ze mgr Magdalena Strachowska osiagneta stawiane sobie cele
naukowe oraz, ze rozprawa odpowiada wymogom Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668) stawianym pracom doktorskim. W
zwigzku z powyzszym wnioskuje do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni nau-
kowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr Magdaleny Strachowskiej do
dalszych etapow postepowania doktorskiego oraz o wyrdznienie rozprawy doktorskie;.

Whniosek o wyrdznienie pracy motywuje przekonaniem, ze przedstawiona rozprawa
doktorska jest doskonale udokumentowana pod wzgledem merytorycznym i wyrdznia si¢ zasto-
sowaniem nowoczesnych metod biologii molekularnej oraz wysokim poziomem naukowym. Na
szczegblne uznanie zashuguje wnikliwa analiza mechanizméw opornosci i przelamywania opor-
nosci wielolekowej w nowotworach, ktora stanowi podejscie nowatorskie — od lat podejmowane
w badaniach, lecz wcigz bez przetomowych osiggnie¢ klinicznych. W mojej ocenie strategia zap-

roponowana przez Doktorantk¢ ma realny potencjat do przyszlego zastosowania w praktyce klin-

Narodowy Instytut Onkologii Dyrekcja Centrala

im. Marii Sktodowskiej-Curie Tel.: +48 22 546 22 14 Tel.: +48 22 546 20 00
- Panstwowy Instytut Badawczy Fax: +48 22 546 3190 Fax: +48 22 546 33 00
ul. WK. Roentgena 5 dyrektor@pib-nio.p! NIP: 5250008057

02-781 Warszawa www.pib-nio.pl REGON: 00028836



Narodowy
Iinstytut
% Onkologii

im. Marii Sktodowskiej-Curie
Panstwowy Instytut Badawczy

icznej, w leczeniu pacjentéw z roéznymi typami nowotworéw opornych na standardowa chemi-

oterapig.
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