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3. Spis publikacji wchodzących w skład rozprawy doktorskiej 
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doi:10.3390/genes13061101 

IF: 4.141; punkty MEiN: 100 pkt 

 

Prace doświadczalne 

• Drzewiecka, M.; Gajos-Michniewicz, A.; Hoser, G.; Jaśniak, D.; Barszczewska-

Pietraszek, G.; Sitarek, P.; Czarny, P.; Piekarski, J.; Radek, M.; Czyż, M.; et al. Histone 

Deacetylases (HDAC) Inhibitor—Valproic Acid Sensitizes Human Melanoma Cells to 

Dacarbazine and PARP inhibitor. Genes 2023 

IF: 4.141; punkty MEiN: 100 pkt 
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Całkowity dorobek naukowy: 

Sumaryczna liczba punktów dla całkowitego dorobku naukowego według listy 

czasopism punktowanych MEiN wynosi 745, sumaryczny  IF publikacji wynosi 54.73. 
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01.01.2020 - 01.04.2020 Department of Microbiology and Immunology and Fels Institute 

for Cancer Research and Molecular Biology Lewis Katz School of Medicine, Temple University, 
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7. Wprowadzenie 
 

Choroby nowotworowe stanowią szeroką kategorię chorób cywilizacyjnych, które 

powodowane są przez gromadzenie się mutacji nadających niosącym je komórkom 

nieograniczony potencjał replikacyjny [1]. W rezultacie, istnieje wzmożone ryzyko mutacji i 

utraty funkcji genów, które są istotne dla przeżycia komórki, takich jak geny odpowiedzialne 

za naprawę DNA. W takim przypadku komórki nowotworowe muszą znaleźć substytuty 

utraconych mechanizmów i aktywować szlaki alternatywne [2]. Jeśli mutacje prowadzące do 

śmierci komórek występują tylko w określonych parach genów, podczas gdy inaktywacja 

każdego z tych genów osobno nie ma wpływu na przeżycie komórki, mówimy o interakcjach 

syntetycznej letalności [3]. W ostatnich latach coraz większą uwagę przywiązuje się do 

spersonalizowanej terapii przeciwnowotworowej opartej na zjawisku syntetycznej letalności, 

wykorzystującej inhibitory białek, mające na celu zablokowanie szlaków alternatywnych. To 

podejście nie tylko może być selektywne i skuteczne w zwalczaniu nowotworów, ale także 

przyczynia się do rozwoju naszej wiedzy na temat genetycznych interakcji zachodzących 

wewnątrz komórek [4,5,6]. 

Dwuniciowe pęknięcia w DNA (DSB – ang. double-strand breaks) stanowią 

najpoważniejsze, formy uszkodzeń DNA. Jeśli nie zostaną odpowiednio naprawione, mogą 

prowadzić do powstawania rearanżacji genetycznych i progresji nowotworu [7]. DSB mogą 

być indukowane przez różne czynniki egzogenne (np. promieniowanie jonizujące) i 

endogenne (np. wolne rodniki tlenowe – ROS). Dwuniciowe pęknięcia w DNA mogą wynikać 

między innymi z  dwóch niezależnych pęknięć pojedynczej nici DNA (SSB – ang. single strand 

break) zlokalizowanych na dwóch niciach DNA, zaburzonej replikacji, transkrypcji i 

rekombinacji DNA [8].  

 W komórkach eukariotycznych naprawa podwójnych pęknięć DNA przebiega poprzez 

dwa podstawowego mechanizmy - homologiczną rekombinację (HR – ang. homologous 

recombination) w późnej fazie S i G2 (po replikacji) lub mechanizm łączenia końców 

niehomologicznych (NHEJ – ang. non-homologous end joining) zachodzący w fazie G1/S cyklu 

komórkowego (przed replikacją). Innym szlakiem naprawy DSB jest opierający się na recesji 5’ 

końców DNA szlak SSA (ang. single-strand annealing), ale ma on mniejsze znaczenie w 

porównaniu z NHEJ i HR. 
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HR może przebiegać zgodnie z klasycznym modelem rekombinacji homologicznej opartym na 

naprawie DSB i rozdzieleniu podwójnych połączeń Hollidaya lub przybierać postać SDSA (ang. 

synthesis-dependent strand annealing) lub BIR (ang. break-induced replication). W przypadku 

szlaku NHEJ można wyodrębnić dwa warianty - c-NHEJ (kanoniczny ang. canonical/classical 

non-homologous end joing) polegający na łączeniu chronionych końców DNA oraz zależne od 

PARP1 alternatywne NHEJ (alt-NHEJ, alternative non-homologous end joing) wymagające 

recesji 5’ końców i bazujące na mikrohomologii (5-25 bp) sekwencji, stąd również zwane 

MMEJ (ang. microhomology-mediated end joining). Łączenie końców za pośrednictwem 

polimerazy DNA theta (Polθ) (TMEJ) jest obok rekombinacji homologicznej i 

niehomologicznego łączenia końców, jednym z najważniejszych mechanizmów naprawy 

potencjalnie śmiertelnych pęknięć podwójnej nici DNA [9]. 

TMEJ jest inicjowany przez rekrutację PARP1 do wyciętych końców DNA [10–12]. Po aktywacji 

przez fosforylowany CtIP, helikazy, takie jak kompleks MRE11 – RAD50 – NBS1 (MRN), 

generują wystające fragmenty 3'. POLQ następnie wiąże się z długimi nawisami 

jednoniciowego DNA (ssDNA ang. signle strand DNA) generowanymi przez resekcję 5ʹ–3ʹ DSB 

i łączy sekwencje z 2–6 parami zasad mikrohomologii, aby wykorzystać je jako startery do 

syntezy DNA [13–15]. Stabilizowane końce DNA są następnie ligowane przez LIG3 – XRCC1 lub 

LIG1 [16–19]. 

Deacetylazy histonowe (HDAC – ang. histone deacetylase) to grupa enzymów, które 

odgrywają istotną rolę w regulacji ekspresji genów poprzez usuwanie grup acetylowych z 

białek histonowych co powoduje zwartą strukturę chromatyny. Inhibitory HDAC (HDACi – ang. 

histone deacetylase inhibitor) można podzielić na cztery klasy. Klasa I (HDAC1, HDAC2, HDAC3 

i HDAC8), klasa II (HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, HDAC9 i HDAC10), klasa IV (HDAC11) 

[21,22]. HDAC klasy III, znane również jako sirtuiny (SIRT1-7), są zależne od NAD(+) i niezależne 

od cynku w swojej aktywności enzymatycznej. HDAC tworzą złożone kompleksy z innymi 

białkami, które są niezbędne do wiązania się z DNA lub łączenia się pośrednio lub 

bezpośrednio z czynnikami transkrypcyjnymi. Należą do nich takie białka jak p53, Rb, NFkB, 

BRCA1 i YY1. Klasa I HDAC jest stosunkowo najlepiej scharakteryzowana grupą występującą 

głównie w jądrze komórkowym [23]. Wykazano, że leki HDACi, zwłaszcza te o zdolności 

hamowania wszystkich klas HDAC, znane również jako "pan HDACi", zmniejszają ekspresję 

kilku czynników odpowiedzialnych za naprawę uszkodzeń DNA. Zmniejszony poziom ekspresji  
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może wynikać z mniej wydajnej transkrypcji cząsteczek, takich jak BRCA-1, kinaza kontrolna 

punktu 1 (CHK1) i RAD51, lub z zwiększonej acetylacji białka HSP90. Wzrost acetylacji wpływa 

negatywnie na funkcję opiekuńczą HSP90, co prowadzi do obniżonej stabilności białek 

odpowiedzialnych za naprawę uszkodzeń DNA (DDR ang. DNA damage response) [24]. HDAC 

klasy I często przejawiają nadekspresje w nowotworach i mogą przyczyniać się do oporności 

komórek na terapię [25]. 

Ze względu na różnorodność występujących nowotworów, a także odmienną odpowiedź 

na leczenie, nawet wśród podobnych morfologicznie nowotworów, wciąż istnieje 

zapotrzebowanie na poprawę skuteczności istniejących terapii oraz opracowywanie nowych 

metod leczenia. A żeby zminimalizować ryzyko wystąpienia lekooporności coraz częściej jest 

rekomendowane zastosowanie terapii skojarzonych z użyciem dwóch lub więcej leków o 

odmiennym mechanizmie działania, które wykazują addytywny lub najlepiej synergistyczny 

efekt umożliwiający nie tylko skuteczną terapię, ale także obniżenie dawek poszczególnych 

chemioterapeutyków. Na przestrzeni ostatnich lat liczne badania wykazały, że inhibitory HDAC 

i inhibitory PARP działają synergistyczne w leczeniu nowotworów, dlatego w niniejszej pracy 

podjęto się poszukiwania kolejnych interakcji opartych na zjawisku syntetycznej letalności i 

inhibicji deacetylazy histonowej w połączniu z inhibitorami PARP1 i związkiem alkilującym w 

komórkach guzów litych o złym rokowaniu – glejaka i czerniaka.  

 
7.1. Hipoteza 

 

Zastosowanie inhibitora deacetylazy histonowej – kwasu walproinowego (VPA) uwrażliwia 

komórki czerniaka i glejaka na działanie inhibitora PARP1 – talazoparibu (BMN-673) i związku 

alkilującego temozolomidu (TMZ) i dakarbazyny (DTIC).  

 
7.2. Cel pracy 
  

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej była ocena skuteczności zastosowanego 

inhibitora HDAC (VPA) w skojarzeniu z inhibitorem PARP1 (BMN-673), HDAC i związku 

alkilującego na wyizolowanych z guzów litych (mózgu i skóry) liniach komórkowych. 
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7.3. Cele szczegółowe 
 

• Pozyskanie komórek glejaka do hodowli in vitro z materiału pobranego od pacjentów 

• Analiza efektów komórkowych indukowanych przez inhibitor HDAC, PARP1 i związek 

alkilujący stosowanych samodzielnie i w kombinacji  

• Określenie zależności pomiędzy inhibicją deacetylaz histonów a odpowiedzią 

komórkową po ekspozycji na inhibitor PARP1 i związek alkilujący. 

 

8. Materiały i metody badawcze 
 

Tkanki pobrane od pacjentów 

 

• Line pierwotne czerniaka udostępnił do badan Zakład Biologii Molekularnej 

Nowotworów UMED Lódź (prof. Małgorzata Czyż)  

• -Wycinki glejaka pobrano od pacjentów: 

⁃ Kliniki Neurochirurgi i Chirurgii Nerwow Obwodowych, Uniwersyteckiego Szpitala 

Klinicznego im. Wojskowej Akademii Medycznej 

⁃ Oddziału Neurochirurgii i Nowotworow Układu Nerwowego, Wojewódzkiego Szpitala 

Specjalistycznego im. M. Kopernika w Łodzi Badania uzyskały zgodę Komisji 

Bioetycznej UMED - Nr zgody RNN/194/12/KE 

 

Metody in vitro 

• Wyprowadzenie linii pierwotnych czerniaka i *glejaka 

• Identyfikacja linii pry uzyciu markerow powierzchniowych* (m.in. CD133) 

• Analiza ekspresji genów* - RealTime PCR 

• Analiza Western Blot* 

• Badanie przeżywalności* - barwienie blekitem trypanu. 

• Analiza zdolności proliferacyjnej komórek* - test klonogennosci; 

• Badanie akumulacji DSB* - analiza poziomu ufosforylowanego histonu HA.X - analiza 

cytometryczna; Neutralny test kometowy; 

• Badanie cytometryczne cyklu komórkowego*; 
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• Badanie cytometryczne apoptozy/nekrozy* po utrwaleniu komorek i barwieniu 

Aneksyna V i PI; 

 

Metody in vitro 

• Myszy NSG podskórne ksenografty linii czerniaka. Badania prowadzone w Pracowni 

Cytometrii Przepływowej, Centrum Medyczne Kształcenia Podyplomowego (dr 

Grażyna Hoser) 

 

* badania wykonane samodzielnie 

 

Materiał badawczy wykorzystany w eksperymentach do niniejszej rozprawy 

doktorskiej stanowiły linie pierwotne glejaka wielopostaciowego oraz czerniaka. 

Linię komórkowa DMBC11 (ang. Departament of Molecular  Biology of Cancer) wyprowadzono 

z fragmentu guza od pacjenta (ze zdiagnozowanym czerniakiem złośliwym skóry) Kliniki 

Chirurgii Onkologicznej ,Katedry Onkologii Uniwersytetu Medycznego w Łodzi w Zakładzie 

Biologii Molekularnej Nowotworów, Uniwersytetu Medycznego w Łodzi. Poprzez 

zastosowanie charakterystycznych dla komórek czerniaka markerów powierzchniowych i 

analizy cytometrycznej potwierdzono tożsamość nowotworową komórek w uzyskanych 

hodowlach. Linia DMBC11 hodowana była w pożywce SCM (ang – stem cell medium). 

Linię komórkową GBM113 i GBM114 wyprowadzono z guzów od pacjentów (ze 

zdiagnozowanym glejakiem wielopostaciowym w stadium III i IV) hospitalizowanych w Klinice 

Neurochirurgii i Chirurgii Nerwów Obwodowych, Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im. 

Wojskowej Akademii Medycznej oraz Oddziału Neurochirurgii i Nowotworów Układu 

Nerwowego Wojewódzkiego Szpitala Specjalistycznego im. Mikołaja Kopernika w Łodzi. 

Prowadzone prace zostały zaaprobowane przez Komisję Bioetyczną Uniwersytetu 

Medycznego w Łodzi (nr zgody RNN/194/12/KE). Komórki glejaka GBM113 i GBM114 zostały 

wyizolowane z wycinków guza w Zakładzie Biochemii Medycznej Uniwersytetu Medycznego 

w Łodzi. W celu potwierdzenia obecności komórek glejaka zastosowano marker komórek 

nowotworowych macierzystych - antygen powierzchniowy CD133. Komórki zostały 

posortowane z wykorzystaniem kulek magnetycznych MACS (ang. magnetic-activated cell 

sorting). Linie GMB113 i GBM114 hodowane były w pożywce DMEM z dodatkiem 10%  
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surowicy bydlęcej – FBS oraz antybiotyków penicylina-streptomycyna (kolejno 50 U/mL oraz 

50 μg/mL) w 5% CO2. 

Jako kontrole do linii nowotworowych zastosowano komercyjnie dostępną linię komórek 

prawidłowych melanocytów (NHEM – ang. Normal Human Epidermal Melanocytes) dla 

komórek czerniaka oraz astrocytów (NHA – ang. Normal Human Astrocytes) dla komórek 

glejaka. 

Izolację całkowitego RNA z badanych linii przeprowadzono z użyciem komercyjnie 

dostępnego zestawu Total RNA Mini (A&A Biotechnology, Gdynia, Poland) a następnie w 

reakcji odwrotnej transkrypcji przepisano na cDNA. W celu analizy poziomu ekspresji 

badanych genów na poziomie mRNA przeprowadzono reakcję łańcuchowej reakcji polimerazy 

w czasie rzeczywistym z użyciem sond TaqMan wykrywającymi transkrypty genów FANCD2, 

BRCA1, BRCA2, LIG3, LIG4, RAD51B, RAD51D, PARP1. 

W celu potwierdzenia poziomu ekspresji badanych genów na poziomie białka 

przeprowadzono badania Western Blot. 

Na podstawie poziomu ekspresji transkryptów i białek będących produktami wybranych 

genów, ale także ze względu na tempo wzrostu komórek do dalszych eksperymentów zostały 

wybrane trzy linie komórkowe (jedna linia DMBC11 -czerniak i dwie linie glejaka 

wielopostaciowego GMB113, GBM114). Pierwszą serię eksperymentów poświęcono 

odpowiedzi komórek na zastosowane związki – inihbitor deacetylazy histonowej klasy I 

(HDAC1) – kwas walproinowy stosowany samodzielnie bądź w kombinacji z inhibitorem PARP1 

talazoparibem (BMN-673) oraz związkiem alkilującym temozolomidem - TMZ (w liniach 

glejaka), dakarbazyną - DTIC (w linii czerniaka). Komórki były wstępnie inkubowane z kwasem 

walproinowym przez 168 godzin (z wymianą medium co 48 godzin) a następnie przez 72 

godziny inkubowane z inhibitorem PARP1 i związkiem alkilującym. Zgodnie z postawioną 

hipotezą wstępna inkubacja komórek z inhibitorem HDAC1 miała uwrażliwić badane komórki 

na stosowane związki (DTIC/TMZ, BMN-673). 

W celu określenia stopnia przeżywalności komórek po ekspozycji na testowane związki 

wykorzystano barwienie przyżyciowe błękitem trypanu. Z uwagi na negatywny ładunek, 

związek ten nie jest zdolny do przenikania do żywych komórek, których błona komórkowa jest  
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nienaruszona. Jednak, gdy dochodzi do trwałej utraty integralności błony komórkowej co 

prowadzi do zaniku potencjału między wewnętrzną a zewnętrzną stroną błony, błękit trypanu 

jest w stanie przeniknąć do wnętrza komórki. Powoduje to zabarwienie cytoplazmy i/lub jądra 

na kolor niebieski.  

Do oceny potencjału proliferacyjnego i tworzenia kolonii badanych linii nowotworowych 

wykorzystano test klonogenny, który polega na zliczeniu kolonii, które są w stanie utworzyć  

pojedyncze, zdolne do proliferacji komórki. W celu przeprowadzenia eksperymentu, komórki 

umieszczono na 12 dołkowych płytkach w agarze i hodowano w inkubatorze (5% CO2, 37°C) 

iprzez okres dwóch tygodni. Po zakończonej inkubacji kolonie komórkowe barwiono fioletem 

krystalicznym a następnie liczbę utworzonych kolonii zliczono pod mikroskopem. Zdolność do 

proliferacji komórek wyrażono jako procent liczby kolonii uzyskanej z płytki kontrolnej 

(komórki, które nie były poddane ekspozycji na badane związki). 

W celu oceny powstającej ilości dwuniciowych pęknięć w DNA w liniach komórkowych 

czerniaka i glejaka wielopostaciowego po ekspozycji na badane związki wykonano analizę 

cytometryczną histonu γH2AX. W celu potwierdzenia wyników uzyskanych z cytometru 

przepływowego dodatkowo wykonano neutralny test kometowy.  

Aby określić, w jaki sposób inhibicja HDAC klasy I powoduje uwrażliwienie na badane 

związki, przeprowadzono reakcje PCR w czasie rzeczywistym z sondami TaqMan 

wykrywającymi trankrypty genów RAD51, RAD51D, FANCD2, BRCA1, BRCA2, PALB2, PARP1. 

HDAC klasy I były hamowane w komórkach czerniaka i glejaka poprzez zastosowanie kwasu 

walproinowego. Wartość „Fold change” została obliczona przez porównanie poziomu 

ekspresji genów w komórkach traktowanych VPA do komórek nietraktowanych. W celu 

potwierdzenia poziomu ekspresji badanych genów na poziomie białka przeprowadzono 

analizę Western Blot. 

Wyniki zostały uzyskane w trzech niezależnych powtórzeniach i przedstawione jako 

wartość średnia ± SD. Wyniki zostały porównane wykorzystując niesparowany test-t Studenta. 

Wartości p<0.05 zostały uznane za istotne statystycznie.  

Eksperymenty in vivo zostały wykonane na linii czerniaka DMBC11 z wykorzystaniem 

myszy NSG (NOD scid gamma).  
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Przydzielono po trzy zwierzęta do ośmiu różnych grup (podział na grupy ze względu na 

podawane związki: grupa kontrolna, VPA; BMN-673; BMN-673+VPA, DTIC; DTIC+VPA; BMN-

673+DTIC i BMN-673+DTIC+VPA). Sześć dni przed wstrzyknięciem BMN-673 i DTIC myszom z 

odpowiedniej grupy wstrzykiwano dootrzewnowo raz dziennie 500 mg/kg VPA 

(rozcieńczonego w PBS) a następnie podawano BMN-673 (35 mg/kg masy ciała, rozcieńczone 

w PBS), DTIC (8 mg/kg masy ciała co drugi dzień, rozcieńczone w PBS) lub BMN-673 z DTIC 

(dawkowanie takie samo jak w monoterapii) przez okres 24 dni. Po zakończeniu eksperymentu 

guzy zebrano i zważono. Myszy NSG (samice i samice w wieku od 10 do 12 tygodni) hodowano 

w sterylnym środowisku i zapewniano swobodny dostęp do pożywienia i wody. 

 
9. Wyniki 
 

W liniach komórkowych glejaka wykazano obniżony poziom LIG4 w porównaniu do 

komórek prawidłowych astrocytów NHA. Ligaza IV działa w kompleksie z innym białkiem, 

XRCC4, przyczyniając się do skutecznej ligacji końców DSB w szlaku cNHEJ. Kompleks LIG4-

XRCC4 pełni również rolę w regulacji i stabilizacji procesu NHEJ, zatem obniżony poziom LIG4 

może prowadzić do nieefektywnej naprawy DSB skutkując aktywacją szlaku alternatywnego 

altNHEJ. 

W celu blokowania alternatywnego mechanizmu naprawy dwuniciowych pęknięć w DNA 

zastosowano inhibitor PARP1- BMN-673. Wstępna inkubacja komórek z kwasem 

walproinowym miała na celu uwrażliwić komórki na działanie związków wykorzystanych w 

dalszej części eksperymentów – BMN-673 i TMZ. Wynik barwienia komórek błękitem trypanu  

po zakończonej inkubacji wykazał, specyficzną eliminację komórek po zastosowaniu 

kombinacji kwasu walproinowego, BMN-673 i TMZ. Po wstępnej 168 godzinnej inkubacji z VPA 

i następnie 72 godzinnej inkubacji z kombinacją TMZ i BMN-673 zaobserwowano, że 

testowana potrójna kombinacja związków działa synergistycznie co prowadziło do nasilonej 

śmierci komórek glejaka, na drodze syntetycznej letalności. Ten sam schemat traktowania nie 

spowodował efektu toksycznego w przypadku komórek prawidłowych – astrocytów. 

 Eksperyment oceniający zdolność komórek glejaka wielopostaciowego do proliferacji 

w teście klonogennym wykazał niemal całkowite zahamowanie podziału komórek po  
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ekspozycji na kombinacje inhibitorów PARP1, HDAC1 i TMZ. Związki stosowane samodzielnie 

bądź skojarzeniu podwójnym prowadziły mniejszej wydajności do obniżenia proliferacji  

Poziom fosforylowanego histonu γH2A.X, który jest wskaźnikiem uszkodzeń dwuniciowych 

pęknięć, po podaniu inhibitora PARP1, HDAC1 i związku alkilującego samodzielnie lub w 

kombinacji potwierdził genotoksyczne działanie stosowanych związków. Jednakże, wykazano, 

że zarówno w komórkach glejaka linii GBM113 i GBM114, kombinacja tych związków 

spowodowała zwiększenie liczby dwuniciowych pęknięć. Akumulacja liczby dwuniciowych 

pęknięć w komórkach glejaka wielopostaciowego została dodatkowo potwierdzona poprzez 

test kometowy w warunkach neutralnych. 

Drugą część eksperymentów poświęcono na zidentyfikowanie mechanizmu, który odpowiada 

za zwiększoną wrażliwości komórek na temozolomid i talazoparib po inhibicji HDAC1. W tym 

celu przeprowadzono badania z użyciem reakcji łańcuchowej polimerazy w czasie 

rzeczywistym (PCR). W komórkach glejaka zastosowano inhibitor HDAC klasy I - kwas 

walproinowy, a następnie monitorowano zmiany w poziomach mRNA za pomocą PCR w czasie 

rzeczywistym. Geny związane z naprawą DNA, takie jak RAD51, FANCD2, wykazywały obniżony 

poziom ekspresji zarównocw linii GBM113 jak i GBM114 Aby potwierdzić te wyniki, zbadano 

zmiany na poziomach białek, aby sprawdzić, czy korelują z wynikami dotyczącymi ekspresji 

genów. Analizowano wpływ VPA na poziomy białek RAD51, FANCD2. W wyniku inhibicji 

HDAC1 potwierdzono zmniejszenie poziomów białek RAD51 i FANCD2, co sugeruje, że 

zmniejszona zdolność do naprawy DNA na drodze HR, jest przyczyną zwiększonej wrażliwości 

komórek glejaka na temozolomid i talazoparib po zastosowaniu inhibitora HDAC1. 

Analiza cytometryczne, w której zastosowano barwienie aneksyną V i jodkiem propidyny, 

wykazała, że komórki nowotworowe, które wykazują obniżoną ekspresję LIG4, eliminowane 

są na drodze apoptozy najskuteczniej po inkubacji z VPA, BMN-673 i TMZ. Dodatkowo, analiza 

rozmieszczenia komórek linii GBM114 i GBM114 w fazach cyklu komórkowego wykazała, że 

po zastosowaniu badanych z związków, komórki glejaka występowały najliczniej się w fazie 

subG1. 

W eksperymentach mających zbadać odpowiedź komórek czerniaka na inhibicję HDAC1    w 

połączniu z inhibitorem PARP1 i związkiem alkilującym wykorzystano inhibitor BMN-673 oraz 

dakarbazynę (DTIC). Stosując barwienie przyżyciowe błękitem trypanu wykazano, że kwas 

walproinowy wpływał na uwrażliwienie komórek na działanie BMN-673 oraz DTIC.  
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Natomiast najbardziej skuteczna okazała się stosowana w skojarzeniu kombinacja badanych 

związków - kwasu walproinowego, talazoparibu i dakarbazyny obniżyła przeżywalność linii 

czerniaka DMBC11 do 10%. 

Podobną zależność zaobserwowano przy określeniu stopnia proliferacji komórek. 

Wstępna inkubacja komórek z kwasem walproinowym skutkowała zwiększoną skutecznością  

hamującego proliferacje działania BMN-673 i DTIC, ale zastosowanie kombinacji potrójnej 

było w stanie obniżyć potencjał proliferacyjny poniżej 5%. 

Analiza cytometryczna po zastosowaniu barwników aneksyny V i jodku propidyny 

wykazała, że śmierć komórek nowotworowych, następowała na drodze apoptozy po inkubacji 

z inhibitorem HDAC1, inhibitorem PARP1 i związkiem alkilującym.  

Ocena liczby powstających dwuniciowych pęknięć w DNA po ekspozycji na badane 

związki wykazała, że wcześniejsza inkubacja komórek z kwasem walproinowym uwrażliwia 

komórki na działanie BMN-673 oraz DTIC (co przekłada się na wzrost liczby powstających DSBs 

w komórce). Wynik ten potwierdzono testem kometowym w wersji neutralnej, wykrywającym 

bezpośrednio dwuniciowe pęknięcia w DNA.  

Podobnie jak w przypadku eksperymentów wykonanych na liniach komórkowych 

glejaka, aby zbadać mechanizm, za pomocą którego hamowanie HDAC klasy I zwiększa 

wrażliwość na dakarbazynę i talazoparyb, przeprowadzono PCR w czasie rzeczywistym. Linia 

DMBC11 po inkubacji z VPA wykazała obniżony profil genów RAD51D, RAD51 i FANCD2. W 

celu potwierdzenia otrzymanego wyniku przeprowadzono analizę ekspresji na poziomie 

białek, która wykazała obniżenie ekspresji RAD51 i FANCD2. 

Przeprowadzone eksperymenty in vivo na ksenograftach pierwotnej linii czerniaka 

DMBC11 w myszach NSG wykazały niemal całkowitą, redukcję masy guza po zastosowaniu 

kombinacji badanych związków.  
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10. Wnioski 
 

Badania, które przeprowadziłam w ramach niniejszej pracy doktorskiej pozwoliły mi 

pozytywnie zweryfikować postawioną hipotezę badawczą zakładającą, że zastosowanie 

inhibitora deacetylazy histonowej – kwasu walproinowego (VPA) uwrażliwia komórki 

czerniaka i glejaka na działanie inhibitora PARP1- BMN-673 i związku alkilującego.  

 

Na podstawie zgromadzonych danych i przeprowadzonych analiz w ramach niniejszej 

pracy doktorskiej można wyciągnąć następujące wnioski: 

 

1. Inhibicja HDAC klasy I spowodowała zahamowanie naprawy dwuniciowych pęknięć w 

DNA przez rekombinację homologiczną w wyniku obniżenia ekspresji RAD51 i FANCD2 

co uwrażliwiło komórki na związki alkilujące wprowadzające cytotoksyczne 

uszkodzenia i w konsekwencji powodując syntetycznie letalną interakcję z inhibitorem 

PARP1 - BMN-673 

 

2. Akumulacja dwuniciowych pęknięć w DNA skutkowała istotnym zmniejszeniem 

zdolności proliferacyjnych komórek oraz indukcję apoptozy.  

 

3. Terapia skojarzona inhibitorów PARP1, HDAC i związku alkilującego dała znacznie 

silniejszy efekt eradykacji badanych komórek czerniaka i glejaka, w porównaniu  do 

pojedynczego zastosowania tych związków  
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12. Streszczenie w języku polskim 

 

Wraz z rosnącą wiedzą na temat zmian genetycznych i epigenetycznych obserwowanych 

w komórkach nowotworowych, coraz większe zainteresowanie wzbudza spersonalizowane 

podejście do terapii przeciwnowotworowej oparte na zjawisku syntetycznej letalności. 

Obecnie, jedynie inhibitory PARP1, które są w stanie eliminować komórki posiadające mutacje 

w genach BRCA1/2, znajdują praktyczne zastosowanie w leczeniu nowotworów. Jednak, 

inhibitory PARP1 mają potencjał do rozszerzenia swojego zastosowania na inne typy 

nowotworów, które wykazują defekty w szlakach naprawy DNA. 

Aby zbadać terapeutyczne działanie strategii przeciwnowotworowej opartej na zjawisku 

syntetycznej letalności w komórkach guzów litych o złym rokowaniu i efektu inhibicji 

deazetylaz histonów, przeprowadzono szereg eksperymentów na pierwotnych liniach 

komórkowych czerniaka i glejaka pochodzących od pacjentów. 

Przeprowadzone badania w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wykazały, że inhibicja 

deacetylazy histonowej klasy I uwrażliwia komórki czerniaka i glejaka wielopostaciowego na 

działanie inhibitora PARP1 i związku alkilującego. Inkubacja komórek z badanymi związkami 

po wcześniejszej ekspozycji na kwas walproinowy, prowadziła do gromadzenia się większej 

liczby podwójnych pęknięć DNA (powyżej poziomu naprawy), zahamowania proliferacji 

komórek nowotworowych a także do indukcji apoptozy. 

Ponadto inhibicja HDAC klasy I spowodowała obniżenie poziomu białek FANCD2, RAD51 

we wszystkich badanych liniach komórkowych. 

Zastosowanie inhibitora PARP1 w połączeniu z związkiem alkilującym nie wywoływało 

toksycznego efektu w prawidłowych melanocytach i astrocytach. 

Otrzymane wyniki sugerują, że zastosowanie kwasu walproinowego w połączniu z 

inhibitorem PARP1 i związkiem alkilującym prowadzi do synergistycznego działania, co 

skutkuje m.in. zmniejszoną przeżywalnością, proliferacją a także indukcją apoptozy w 

komórkach czerniaka i glejaka. Ze względu na kluczową rolę białek RAD51 i FANCD2 w 

mechanizmie naprawy przez rekombinację homologiczną (HR), zmniejszenie ich poziomów 

może być przyczyną zaobserwowanej zwiększonej wrażliwości na PAPRi i związek alkilujący. 
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13. Streszczenie w języku angielskim | Summary 
 

With the advancing knowledge of genetic and epigenetic changes observed in cancer cells, 

personalized approaches to anticancer therapy based on the concept of synthetic lethality are 

attracting increasing interest. Currently, only PARP1 inhibitors, capable of eliminating cells 

carrying mutations in the BRCA1/2 genes, have practical application. 

To investigate the therapeutic effects of the anticancer strategy based on the concept of 

synthetic lethality and the inhibition of histone deacetylases in solid tumors with poor 

prognosis, a series of experiments were conducted on primary melanoma and glioma cell lines 

derived from patients. 

The conducted studies in this doctoral thesis have demonstrated that the inhibition of 

class I histone deacetylase (HDAC) sensitizes melanoma and glioblastoma multiforme cells to 

the action of PARP1 inhibitors and alkylating agents. Incubating cells with the tested 

compounds after prior exposure to valproic acid resulted in the accumulation of a greater 

number of DNA double-strand breaks (beyond the level of repair), inhibition of tumor cell 

proliferation, and induction of apoptosis. 

Furthermore, the inhibition of class I HDAC led to a decrease in the levels of FANCD2 and 

RAD51 proteins in all tested cell lines. The application of the PARP1 inhibitor in combination 

with an alkylating agent did not induce a toxic effect in normal melanocytes and astrocytes. 

The obtained results suggest that the combination of valproic acid with a PARP1 inhibitor 

and an alkylating agent leads to a synergistic effect, resulting in decreased cell viability, 

proliferation, and induction of apoptosis in melanoma and glioblastoma cells. Due to the 

crucial role of RAD51 and FANCD2 proteins in the homologous recombination (HR) DNA repair 

mechanism, the reduction in their levels may be responsible for the observed increased 

sensitivity to PARP inhibitors and alkylating agents. 
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