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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Marii Blaszczyk p.t.:

"Zwigzki hamujace biosynteze cholesterolu jako modulatory aktywnosci przeciwnowotworowe]
lekéw przeciwpsychotycznyh i przeciwdepresyjnych w komoérkach raka jelita grubego - badania
in vitro'

Tematyka pracy

Rak jelita grubego jest powazng i jedng z czeSciej wystepujacych chorob nowot-
worowych. Jedng z mniej znanych jego cech jest zwiekszona produkcja kwasow ttusz-
czowych. Uwaza sie, ze interwencja w metabolizm lipidowy komorek raka jelita grubego
moze stanowi¢ dogodny cel terapii przeciwnowotworowej. Przedstawiona do recenzji praca
jest proba okreélenia racjonalno$ci zastosowania lekéw przeciwdepresyjnych, ktorych jed-
nym z dzialan niepozadanych jest ogélnoustrojowy wplyw na gospodarke lipidowa, w
onkologii. Ich dzialanie mogloby by¢ wzmocnione przez zastosowanie inhibitorow syntezy
cholesterolu simwastatyny i betuliny. Doktorantka testowala duzg grupe lekéw, by znalezc
takie, ktére wykazywalyby synergie dzialania z inhibitorami syntezy cholesterolu, a nastep-
nie podjeta prébe okreslenia mechanizmu ich wspoéidzialania. Praca ta jest elementem
waznego i aktualnego nurtu badar naukowych dotyczacym repozycjonowania lekow.

Uwagi ogodlne i opis pracy

W Czeéci teoretycznej Autorka omawia informacje dotyczace epidemiologii raka.
jelita grubego, z uwzglednieniem stosowanych terapii przeciwnowotworowych i prezentuje
przestanki do zastosowania swojego modelu i konkretnych linii komorkowych. Nakreslono
zarys metabolizmu cholesterolu i opisano mechanizm dziatania statyn jako zwigzkow
hamujacych jego synteze. Doktorantka dodatkowo zwigzle przedstawia zwigzki przeciw-
psychotyczne, a nastepnie prezentuje przeglad literatury dotyczacej ich wplywu na rozwo;
nowotwordw, terapie przeciwnowotworowg i metabolizm cholesterolu, gdzie upatruje po-
tencjatu do synergistycznego dzialania statyn i lekow antypsychotycznych. Na przywoia.n@
w pracy bibliografie sklada si¢ 274 pozycji literatury, z ktérych wiekszos¢ pochodzi z
ostatnich 10 lat. Aby uwypuklié racjonalnosé¢ badan podjetych w swojej pracy, Autorka,
objadnia zagadnienia zwigzane z repozycjonowaniem farmaceutykéw oraz terapig kom-
binowana ze $rodkami obnizajgcymi stezenie cholesterolu w osoczu. Wstep teor(?tyczny
nader dobrze uzasadnia tematyke podjetych w rozprawie badan i umozliwia umieszcze-
nie uzyskanych wynikéw w szerszym kontekscie. Dotyczy to szczegéln.ie doéwiadcz'en. i
wynikéw przedstawionych w pierwszej czgsci pracy. Moim zdanierr.l brakuje prz’edsta.mema
wiedzy i rozumowania, ktére uzasadnia pomiary lub 52aCOWaIN1E pa,ra,me:orow bioinfor-
matycznych i biofizycznych z drugiej czgsci rozprawy. Jak 11l1terpretowac pI-'zytoczol}?
wartodci deskryptoréw molekularnych, takich jak moment dipolowy czy tez twardosc



chemiczna w kontekécie przytoczonych wynikéw badan? Pomimo tych mankamentow tresc
wstepu pozwala wysoko ocenic znajomo$é podejmowanej tematyki oraz dobdr literatury 1

umiejetnoéé wykorzystania zrodet.

W Celu pracy Autorka jasno i zwiezle przedstawia przestanki do podjecia badan
oraz udciéla obszary podejmowanych badan. Majg one na celu okreslenie perspektyw
wykorzystania lekow antypsychotycznych do leczenia chordb nowotworowych. Powodem
do preprowadzenia takiego studium sg dane na temat mniejszej zapadalnosci na niek-
tére typy nowotworéw u pacjentow leczonych lekami antypsychotycznymi. Natomiast
postulowany mechanizm dziatania przeclwnowotworowego mialby polega¢ na interwencji
w zaburzony metabolizm cholesterolu wystgpujacy w komoérkach raka jelita grubego.

Dodanie simwastatyny, szerokostosowanego leku hamujacego syntezg cholesterolu, lub
betuliny mialoby wzmacniaC wptyw przeciwpsychotykéw na metabolizm cholesterolu 1

tym samym zwickszaé ich cytotoksycznos¢ wobec komorek raka jelita grubego. W Swietle
przytoczonych badan podjeta tematyke nalezy uznaé za wyjatkowo tratng. Propozycja,
by terapie przeciwnowotworowg oprze¢ na interwencjl z zaburzony metabolizm choles-
terolu w komérkach rakéw jelita grubego stanowi ciekawy i oryginalny wkiad Doktorantki.
Natomiast pewng niezrecznoscig jest uzycie w tekscie tego rozdziatu czasu przeszlego, np.:

'zbadano’, "sprawdzono’.

W kolejnych czeéciach Materialy i Metodologia badar Autorka skrupulatnie opisuje
uzyte materialy i zastosowane metody badawcze. Jestem pod duzym wrazeniem starannosci
Autorki przy opisie metod, w ktérym zostaly uwzglednione nawet drobne, ale istotne,
detale np. parametry filtréw optycznych z cytometrii przeptywowej. W zasadzie przy
lekturze tej czeéci rozprawy pracy zabrakio mi jedynie zakresow stezen lekow uzytych w

przypadku konkretnych linii komérkowych.

Rezultaty przeprowadzonych dos§wiadczen zostaly przystepnie opisane w rozdziale
Wuyniki. Przedstawiajac otrzymane dane Autorka czgsto objasnia zasady interpretacji wyko-
nanych testéw. Wszystko to zostalo zilustrowane na czytelnych i estetycznych rysunkach
oraz w przejrzystych tabelach. Lektura tego rozdzialu dowodzi, ze Pani Maria Blaszczyk
moze sie poszczycié znajomoscia wielu narzedzi bio-informatycznych, metod biofizycznych,
a przede wszystkim pokaznej liczby metod, jakie towarzyszg zmudnej pracy na modelach
komérkowych. Tymi érodkami Doktorantka godnie zmierzyta si¢ z postawionymi sobie
celami. Mimo ze duza cze$é pracy poswiecona jest opisowi wtasnosci fizykochemicznych
badanych lekdw, nie przytoczono wynikéw analizy korelacji tych wspotczynnikow z danymi
eksperymentalnymi np. cytotoksycznoscig. Tego typu analiza bylaby doskonatg klamrg
pomiedzy badaniami in vitro a analizg parametréw fizykochemicznych. Préba znalezienia

korelacji stanowi niewykorzystany potencjal i niezaleznie od wynikow znaczgco podniostaby
warto$é merytoryczng przedstawionej monografii.

Calo$é pracy doktorskiej wiericzy 18-stronicowa Dyskusja, Podsumowanie i 6 krétkich
i jasnych Wnioskéw. Te ostatnie rozdzialy, w ktérych Autorka moze dokonac spojnej
i klarownej syntezy swoich obszernych badan, zdecydowanie §wiadczg o umiejetnosci
formulowania wtaéciwych probleméw i hipotez badawczych, a takze o poprawnosci doboru
metod i narzedzi badawczych oraz do umiejetnosci ich zastosowania do weryfikacji postaw-
ionych hipotez badawczych. Potencjalne zastosowanie lekéw przeciwpsychotycznych w
terapii przeciwnowotworowej jest mocno dyskutowang mozliwoscig. Przeprowadzone przez
Doktorantke szeroko zakrojone badania in vitro wnoszg do tej dyskusji wiele wartosciowych
wynikéw, wobec ktérych nie mozna przejsé obojetnie. Wysoko zatem oceniam wartosc
uzyskanych wynikéw, ich potencjat publikacyjny i znaczenie dla nauki.



Ocena struktury pracy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostala przygotowana w formie monografii
1 sktada sie ze wstepu teoretycznego, celu pracy, czeSci metodycznej, wynikéow, dyskusiji,
podsumowania i wnioskow. Te zasadnicze rozdzialy zostaly uzupelnione streszczeniami w
jezyku polskim i angielskim, wykazem skrétow, spisami rysunkéw i tabel oraz bibliografig.
Struktura pracy odzwierciedla utarte zwyczaje i nie mam do niej najmniejszych zastrzezen.
Praca zostata rowniez dobrze przygotowana pod wzgledem typograficznym. Tekst jest
schludny, tabele i rysunki bardzo przejrzyste. Drobng moja jedynie estetyczng uwaga
jest mate wyeksponowanie podstawowych rozdziatow np. Dyskusji wiekszym tytulem i
rozpoczeciem od nowej strony. Jest to drobna uwaga typograficzna, niewpltywajgca na
zasadniczo bardzo dobrg ocene struktury pracy i podziatu tresci. Rozprawa jest napisana
poprawng polszczyzng, do ktérej wkradly sie jedynie nieliczne literéwki. Zatem bardzo
dobrze oceniam prace od strony jezykowej, stylistycznej 1 interpunkcyjne;j.

Pytania i uwagi krytyczne

Wszystkie wymienione powyzej uwagi majg bardziej charakter komentarzy niz
zarzutow i nie wplywajg na catoSciowo dobrg ocene, przedstawionej mi do recenzji rozprawy.
Nie uwazam za konieczne odniesienie sie do nich. Natomiast obowigzkiem recenzenta
jest jednak préba odstoniecia stabszych punktow i niedociggniec recenzowanej pracy. W

zwigzku z tym chcialbym poruszy¢ nastepujace kwestie:

1. Zastosowane w rozprawie testy mierzace cytotoksycznos¢ opierajg si¢ na pomiarach
absorbancji $§wiatta o dlugosci fal 491 nm lub 570 nm. Przedstawione na Rysunku
3 wzory strukturalne badanych zwigzkéw pokazuja, ze wszystkie badane zwigzki
zawierajg uklady cykliczne i aromatyczne. Czy zbadano absorbancje badanych
zwiazkéw w tych dlugodciach fali? Czy ktérykolwiek z zastosowanych zwigzkow
absorbuje §wiatto o dlugosci fali 491 nm lub 570 nm?

2. Opisujac wyniki dotyczgce testu, w ktérym za pomocg jodku propidyny, okresla
sie zawarto§é DNA w komdrkach, stuzacego do wykrywania apoptozy lub badania
cyklu komérkowego Autorka na stronie 108 pisze o komoérkach bedgcych "w jazie
sub-G1 cyklu komérkowego". Czym charakteryzuje si¢ ta "faza cyklu komorkowego'”
Czy mozna méwié¢ o analizie cyklu komoérkowego, gdy 80% "eventoéw' reprezentuje

komorki ulegajace apoptozie?

3. Problematyczna jest interpretacja wynikéw réznych testow opisujacych kondycje
komoérek po traktowaniu lekami. Zgodnie z opisem imipramina i trifluoperazyna
w testach cyklu komérkowego zostaly uzyte w stezeniach odpowiadajacym ICsg
(zahamowanie wzrostu o potowe). Jednak na Rysunku 19 przedstawiajacym wyniki
tych doswiadczen az 80% 'eventéw' reprezentowato komorki o sub-diloidalnej za-

wartoéci DNA, czyli komdrki apoptotyczne. Co wigcej, wykresy przedstawione na,
Rysunku 21, pokazujg, ze w tych samych warunkach w badanych hodowlach

dominowaly komérki barwigce sie Aneksyna V, ale z ktorych niemalze wszystkie
zachowywaly integralnoéé btony komdérkowej. Prosz¢ przedyskutowac te wyniki.

4. Analiza cytotoksycznodci farmaceutykéw zastosowanych w pracy byta, w duzej mierze,
przeprowadzona przy uzyciu wyliczonych parametréw ICso. W Tabeli 9 na stronie
68 Autorka przedstawia wartoéci ICsg obliczone na podstawie wynikow testow SRB,
ktére majg opisywaé cytotoksycznosé 6 zwigzkow wzgledem komérek NDHF 1 FHC.
Przytoczone i obliczone wartoéci parametru ICso dla komorek NHDF w przypadku
prawie wszystkich zbadanych zwigzkéw (z wyjatkiem flufenazyny) bardzo daleko
wykraczajg poza zakres uzytych doswiadczalnie stezen, (Rysunek 5 i strong 63)
Na jakiej podstawie mogta Pani pozwoli¢ sobie na tak daleks interpolacje wymko:wj?
Jakie sa przestanki wiarygodno$ci uzyskanych wartodci? Jak interpretowac wartosci,
ktére znaczaco przekraczaja rozpuszczalnosc testowanych zwigzkéw np. 585 pM



klozapiny® lub ponad 10 000 ptM rysperydonu?

5. W tej samej Tabeli 9 przytoczono wartodci ICso wybranych lekéw wobec komorek
FHC w tym dla flufenazyny, ktére wyniosto 35 uM. Jak nalezy interpretowac teg
wartosé w $wietle danych z Rysunku 6, gdzie w stezeniu 40 pM przezywalnosc
komérek spadla jedynie o okolo 30%, a co wigcej w stezeniu 150 uM nadal utrzymywala
sie powyzej 50%? Podobng sprzecznost mozna, zaobserwowaé¢ w przypadku danych
dotyczacych komoérek HT29 i imipraminy w Tabeli 7, gdzie wartos¢ 1Csq zostala
okreslona na poziomie powyzej 100 pM, natomiast na Rysunkach 8 i 14 pokazano,
7e juz pieciokrotnie nizsze stezenie 20 pM byto wystarczajace, by obnizy¢ zywotnosc
komoérek do ok. 50%. Co wiecej, traktowanie 100 pM tego leku, przezyto jedynie 30%
komérek. Jakie byly powody, aby w analizie cytotoksycznosci dac pierwszenstwo
wyliczonym wartosciom ICs nad wartosciami obserwowanymi do$wiadczalnie?

6. Istotna cze$é pracy stanowi préba okreslenia natury wspoétdziatania lekOw przeciw-
psychotycznych i simwastatyny lub betuliny. Analiza Tabeli 11 pokazuje, ze w przy-
padku komérek HT29 simwastatyna zmniejszata cytotoksycznosé az dwunastu lekow
a zwiekszala jedynie trzech. Natomiast w komorkach H'129 /Dx dane sugerujg, antag-
onizm w oémiu przypadkach a synergie tylko w pieciu przypadkach. Pozwala to na
wysuniecie tezy, ze dominujacym lub najczestszym sposobem interakecji simwastatyny
z lekami przeciwpsychotycznymi, jesli badamy ich cytotoksycznosc, jest antagonizm.
Niestety w opisie wynikéw, dyskusji i wnioskach brak jest odniesienia do tych danych.
Dlaczego? Jaki mdégliby by¢ mechanizm tego typu interakcji simwastatyny z mnnymi
lekami?

7. Moim zdaniem mato wiarygodna jest numeryczna analiza synergii przeprowadzona
przez Doktorantke w rozdziatach 3.4 i 3.5. Jaskrawym przypadkiem jest tu rzekoma
synergia pomiedzy betuling a rysperydonem. Z przedstawionych na Rysunku 18
danych wynika, ze betulina albo nie wptywala, albo zwigkszata przezywalnos¢ komorek
HT29/Dx traktowanych rysperydonem. Przyktadowo, betulina wyraznie ostabiata
dzialanie rysperydonu zastosowanego w stezeniach 300 pM lub 400 pM. Wskazywatoby
to na antagonistyczne dzialanie tych lekéw, natomiast wyliczony parametr CI dla
stezenh 300 pM i 400 pM przyjmuje wartosci 0,70 i 0,77 charakterystyczne dla synergii.
Co moze byé¢ zroédlem tej sprzecznosci.

8. Zgodnie z informacjami podanymi w cze$ci metodycznej analiza synergii wykonana
zostata metoda Thou-Talalaya za pomocg dedykowanego oprogramowania ComboSyn.
Autor metody zaleca jednak, aby w testach synergii uzywac¢ kombinacji badanych

substancji w stalym stosunku®. Np. 1 pM substancji A i 2 utM substancji B, 2
uM substancji A i 4 pM substancji B, itd. Podobnie model HSA (highest single

agent) wydaje sie mie¢ zastosowanie do matrycy stezen, a nie jedynie kombinacji,
gdy jeden z lekéw uzyty jest w jednym arbitralnie wybranym stezeniem?. Pozwala to
na bardziej wnikliwy wglad w interakcje pomiedzy badanymi zwigzkami. Jakie byty
przestanki, by odej$¢ od proponowanego przez autora metody sposobu wykonania,
testu? Jakie warunki muszg by¢ spelnione, aby testy przeprowadzone w uproszczony

sposob zachowaly wiarygodnosc?

9. Zalecam krytyczne podejscie do interpretacji danych epidemiologicznych. W liter-

aturze przedmiotu wielokrotnie przywolywany jest fakt mniejszej zapadalnosci na.
choroby nowotworowe u oséb ze schizofrenig, jako posredni dowod na przeciwnowot-

worowe wladciwosci lekdw antypsychotycznych®. Nawet przy pobieznej analizie sprawa

! Clozapine PubChem CID 135398737, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/135398737section=Solubility

?Risperidone PubChem CID5073 ,https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5073section=Solubility

*Ting-Chao Chou; Drug Combination Studies and Their Synergy Quantification Using the Chou-Talalay Method.
Cancer Res 15 January 2010; 70 (2): 440-446

*Foucquier J, Guedj M. Analysis of drug combinations: current methodological landscape. Pharmacol Res Perspect.
2015 Jun;3(3):e00149

Huang J et al. Repurposing psychiatric drugs as anti-cancer agents. Cancer Lett. 2018 Apr 10;419:257-265



jest jednak duzo bardziej ztozona. Najwyzszg zapadalno$¢ na nowotwory obserwuje
sie u 0séb powyzej 69 roku zycia’ natomiast czas zycia chorych na schizofrenie
jest 0 9-25 lat krétszy’. Co Pani zdaniem jest jeszcze Zrédlem niepewnodci analiz
porownujacych zapadalnos¢ na choroby nowotworowe u osodb przyjmujgcych badane
przez Panig leki antypsychotyczne a pozostaty czescig populacji?

10. Wsrdd ciekawych odkryé zaprezentowanych w Pani pracy, oprocz tych stusznie
wymienionych we wnioskach, nieco przekornie, dodatbym ponad &0 000 razy wieksze
ICso SN-38 w komodrkach HT29 w obecnosci simwastatyny. Ta, przytoczona w
Tabeli 11, obserwacja jest zupelnie przemilczana przez Autorke. Podobno Winston
Churchill miat powiedzie¢, ze "ludziom zdarza potkngc sie o prawde, jednak wiekszosc
zbiera sie © spieszy gdzies dalej, jakby nigdy nic'. Nawet z zastrzezeniem, ze stezenia
simwastatyny w surowicy pacjentow przyjmujacych ten lek sg ponad 3000 razy nizsze,
wynik ten z pewnoscig zastuguje na wiekszg uwage.

Whniosek koncowy
Podsumowujac, przedstawiona rozprawa autorstwa Pani mgr inz. Marii Btaszczyk

p.t.: "Zwigzki hamujgce biosynteze cholesterolu jako modulatory aktywnosci przeciwnowot-
worowe] lekow przeciwpsychotycznyh 1 przeciwdepresyjnych w komorkach raka jelita grubego
- badania in vitro" jest dowodem na umiejetno$¢ samodzielnego planowania i prowadzenia
pracy naukowej przez Doktorantke. Zawiera ona interesujgce i unikalne wyniki badan
otrzymane wieloma trudnymi metodami, tgczace zagadnienia dziedziny biologii i farmacji
7z elementami bioinformatyki. Prace oceniam pozytywnie i stwierdzam, ze recenzowana
rozprawa doktorska w pelni spelnia warunki okreslone w art. 187. ust. 1-4
ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku, "Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce”
(Dz. U. z 2018, poz. 1668 ze zm.). Na tej podstawie wnosz¢ do Wysokiej Rady
Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie

Autorki rozprawy do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Wroctaw, 7 sierpnia 2023

Z, wyrazami szacunku,
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