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rozprawy doktorskiej mgr inz. Marii Blaszezyk zatytutowanej

{/iarzenna Podh

lII”’\’ dr hap:
o Zwiézki hamujace biosynteze cholesterolu jako modulatory aktywnosci przeciwnowotworowej lekow
przeciwpsychotycznych i przeciwdepresyjnych w komérkach raka jelita grubego — badania in vitro”
wykonanej w Katedrze i Zakladzie Biofizyki i Neurobiologii,

Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu,
pod kierunkiem dr hab. Olgi Wesotowskiej w roli promotora oraz dr inz. Anny Palko-Labuz w roli promotora

pomocniczego

Podstawa wykonania recenzji

Recenzje wykonano na zlecenie Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu z dnia 26.06.2023 .

Uzasadnienie podjecia tematu rozprawy doktorskiej

Podstawowa metoda leczenia raka jelita grubego (RIG) jest resekeja chirurgiczna potaczona z radio- lub/i
chemioterapig. Niestety, pomimo wiasciwej interwencji chirurgicznej i zastosowania leczenia uzupelniajacego,
czgsto dochodzi do wznowy miejscowej i przerzutéw do innych tkanek i narzadow. Istotnym problemem w terapii
onkologicznej jest kwestia opornosci komorek nowotworowych na stosowang terapig, co znaczaco zwieksza ryzyko
progresji nowotworu. Zasadnym jest zatem poszukiwanie nowych podejsé terapeutycznych, bedacych odpowiedzia
na problem lekoopornosci, a takze toksycznosci zastosowanego leczenia, w szczegblnosci u pacjentow zle
odpowiadajgcych na terapie. W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie uzyciem znanych lekow antydepresyjnych
oraz przeciwpsychotycznych w terapiach onkologicznych, ze wzgledu na ich whasciwosci cytotoksyczne zwiagzane
ze zdolnodcig do zaburzania metabolizmu kwasow ttuszczowych i cholesterolu w komorkach nowotworowych.
Zmiany w lipidomie komérek nowotworowych zwigzane sg z zaburzonymi funkcjami przekazywania sygnatu
w komoree i zmienng przepuszezalnoscia blon komorkowych, co istotnie wplywa na procesy adhezji, migracji,
metastazy i lekoopornosci. Istnieje zatem koniecznoéé poszerzenia wiedzy w kontekscie mechanizméw dzialania
tekow przeciwpsychotycznych na komorki nowotworowe, co stanowi¢ powinno podstawe do ich potencjalnego
wprowadzenia do terapii onkologicznych. Z tego wzgledu podjeta przez mgr inz. Mari¢ Blaszezyk tematyka pracy

doktorskiej, dotyczaca okreslenia potencjatu grupy wybranych lekéw przeciwpsychotycznych i przeciwdepresyjnych




do hamowania proliferacji komarek linii raka jelita grubego oraz okre$lenia wplywu badanych lekoéw na zaburzenie

homeostazy cholesterolu, stanowi wazny i uzasadniony problem badawczy.

Ocena merytoryczna pracy i jej struktury

Prﬁed’roiona do recenzji praca doktorska ma posta¢ manuskryptu obejmujacego tacznie 186 stron
i skladajacego si¢ z nastepujacych czgsci: wprowadzenie literaturowe, uzasadniajace stusznos¢ podjetego tematu
badawczego, zastosowane metody badawcze, obszerna cze$é wynikowa, dyskusja, podsumowanie i wnioski.
Zasadnicz‘é} czgs¢ pracy poprzedza wykaz uzytych skrétéw oraz tozsame streszezenia w Jezyku polskim i angielskim,
natomiast na koficu pracy znajduje si¢ spis zamieszczonych rysunkow (34) i tabel (30), a takze spis literaturowy
liczacy 274 pozycje. Praca napisana jest poprawnie, zaréwno pod wzgledem stylistycznym jak i gramatycznym.
Sporadycznie pojawiajg si¢ drobne bledy interpunkcyijne i literowki.

We wstepie Doktorantka przybliza kwestie istotne z puntu widzenia podjetego problemu badawczego, w tym
m.in. przedstawia molekularng charakterystyke komorek raka jelita grubego, uzasadnia istotng rolg biosyntezy
cholesterolu oraz udziat tratw lipidowych w progresji choréb nowotworowych oraz opisuje przeciwnowotworowe
i modulujace homeostazg cholesterolu whasciwosci lekow przeciwpsychotycznych, przeciwdepresyjnych oraz innych
(siatyny i betulina). Ta czgs¢ pracy zostala omowiona przez Doktorantke bardzo szczegdtowo, odwotano sie do
znaczacej liczby doniesien literaturowych. Odbior wstc;;;u utatwitoby zamieszczenie wigkszej ilosci rycin,
w szezegolnosei w kontekscie opisu tratw lipidowych i innych struktur blonowych, w ktérych istotng role pefni
cholesterol. W tym miejscu nasuwa sie pytanie czy sktad molekularny tratw lipidowych jest charakterystyczny dla
danego nowotworu oraz czy istnieja doniesienia o jego korelacji z progresja, przerzutowaniem i odpowiedzia na
terapie w jaku jelita grubego? Czy wykorzystane w badaniach prowadzonych przez Doktorantke blonowe struktury
modelowe nawigzuja sktadem lipidowym do tych wystepujacych w komdrkach nowotworowych, w szczegolnosci
w RJG? Ponadto, Doktorantka opisuje podtypy molekularne raka jelita grubego, jednak na tym etapie nie wspomina
jakimi podtypami sa wykorzystane w badaniach linie komorkowe HT29 oraz COLO205. Taka informacje
znajdujemy na etapie dyskusji wynikow, a warto byloby ja umiesci¢ juz na poczatku pracy przy omawianiu
charakterystyki uzytych linii komorkowych. Prosze rowniez Doktorantke o wyjasnienie jakimi kryteriami kierowano
si¢ przy doborze linii wykorzystanych do badan. W podrozdziale dotyczacym wiesciwosci przeciwnowotworowych
lekow przeciwpsychotycznych Doktorantka cytuje badania‘ktére donosza, ze stezenie tych lekow niezbedne do
wywolania cytotoksycznosci komorek nowotworowych jest znacznie wigeksze niz dawka terapeutyczna stosowana
w leczeniu zaburzen psychicznych. Czy w zwiazku z tym wykorzystanie tego typu lekow moze by¢ potencjalnie
bezpiecznie stosowane w terapii onkologicznej?

Za nadrzedny cel pracy Doktorantka wyznaczyla sobie ocene cytotoksycznosci szeregu substancji z grupy
lekow antydepresyjnych i przeciwpsychotycznych, wraz z uwzglednieniem ich zdolnosci do selektywnego
hamowania wzrostu komodrek RJG. Badania prowadzono na liniach komorkowych gruczolakoraka jelita grubego
COLO205 1 HT29 oraz sublinii opornej na deoksyrubicyng HT29/Dx. W celu okreslenia selektywnosci badanych
zwigzkow do badan wiaczono lini¢ prawidlowych komorek nablonka jelita grubego FHC oraz prawidiowa linig

fibroblastow skory ludzkiej NHDF. Dla wybranych zwigzkéw zbadano rowniez wplyw na ekspresje gendow




Zdangazowanvch w biosynteze cholesterolu: HMGCR oraz LDLR. Ponadto, zbadano antyproliferacyjne wiasciwosci
wybrany Lh lekow stosowanych samodzielnie oraz w kombinacjach z substancjami o znanym wplywie na metabolizm
cholesterolu, w poszukiwaniu synergii pomigdzy simwastatyng lub betuling a badanymi zwiazkami. Godnym
podkreslenia jest fakt, iz badania te wpisuja si¢ w nowe podejscie repozycjonowania (ang. drug repurposing),
zak’radaja[qe mozliwos¢ zmiany przeznaczenia lekow stosowanych w psychiatrii i potencjalnego wykorzystania ich
w terapii 1fbwotworéw. Za dodatkowy cel pracy Doktorantka wyznaczyta sobie okreslenie wptywu wybranych lekdw
pl/LClebyChOtyCZI]yCh na mikrodomeny blonowe wzbogacone w cholesterol i sfingomieling (tzw. tratwy lipidowe),
przy sttosowanlu ogromnych jednowarstwowych liposoméw (GUV). Wykorzystanie tego typu ukladow
modelowych do badania oddziatywania lekdw przeciwpsychotycznych z bfonami biologicznymi stanowi nowatorski
element i)rzedstawionej pracy doktorskiej. Koncowym etapem badan bylo wykorzystanie narzedzi
bioinformatycznych i modelowania molekularnego w celu przewidzenia oddziatywania wybranych badanych
zwigzkow z dwuwarstwami lipidowymi oraz ich zachowania w blonie komérkowej, a takze okreslenia fizyko-
chemicznych wlasciwosci zwiazkow istotnych dla ich dziatania przeciwnowotworowego. Przedstawione przez
Doktorantke cele uwazam za niezwykle ambitne, wymagajace szerokiej wiedzy bio- i fizykochemicznej oraz
znajomosci roznorodnych technik badawczych i obliczeniowych. Ponadto, Doktorantka podeszia kompleksowo do
badania zwigzkow mogacych potencjalnie znalezé nowe zastosowanie w terapii onkologicznej, okreslajac ich
cytotoksycznos$é, selektywnosé, synergie, whasciwosci fizykochemiczne oraz charakter oddzialywania z blonami
w systemach modelowych.

W czesci doswiadezalnej Doktorantka w sposob wyczerpujacy i szczegotowy przedstawia wykorzystywane
w pracy materialy i metody badawcze. Na uwage zastuguje mnogo$¢ technik stosowanych w pracy (hodowle
komorkowe, analiza cytytoksycznosci, analiza oddzialywania miedzy zwigzkami, cytometria przeptywowa, analiza
ckspresji genow, mikroskopia fluorescencyjna, elektroformacja GUV, mikrokalorymetria, spektrofluorymetria przy
uzyciu sond fluorescencyjnych, analizy fizykochemiczne i modelowanie molekularne), dzigki ktorym mozliwe byto
kompleksowe scharakteryzowanie wlasciwosci cytotoksycznych oraz fizykochemicznych badanej grupy lekow.
Z uwagi na znaczaca liczbe testowanych zwigzkow, ktérych wasciwosci byty badane na kilku liniach i poddawane
wielu testom w r6znych kombinacjach, korzystne byloby zamieszczenie ogolnego schematu prowadzonych badan.
Prosze rowniez o uzasadnienie przez Doktorantke, dlaczego cze$é testow, takich Jjak badanie cyklu komérkowego.,
apoptozy, ROS, ekspresji gendw zaangazowanych w blosyntez¢ cholesterolu oraz barwienie wolnego cholesterolu
byto wykonane tylko dla linii HT29.

Czgsc wynikowa jest bardzo obszerna, obejmuje 77 stron i opatrzona jest 30 rycinami i 23 tabelami.
Wigkszos¢ rycin i tabel uwzglednia istotno$¢ statystyczna badanych zwigzkow. Prosze o wyjasnienie przez
Doktorantke, dlaczego w tabelach 7-10, przedstawiajacych wartosci parametru IC dla okre$lenia aktywnosci
cytotoksyceznej badanych zwiazkow wzgledem linii HT29, HT29/Dx. COLO205 i linii komorek prawidfowych, nie
uwzgledniono wartosci istotnosci statystycznej. Doktorantka podczas opisu aktywnosci cytotoksycznej badanych
zwigzkow postuguje si¢ okresleniami $rednia/wysoka/niska toksyczno$¢. Prosze o doprecyzowanie zakresow
wartosci [Cso dla tych okreslen. Doktorantka w pracy badata cytotoksycznos¢ tacznie 19 zwiazkdw, przy czym 17

dla linii HT29 oraz HT29/Dx, 10 dla linii COLO205 oraz 6 dla linii komérek prawidlowych. Aktywnosé




cytotoksyczng w kombinacji z simwastatyng (SIM) w liniach HT29 i HT/Dx badano dla 16 zwiazkow, natomiast w
linii COLO205 dla 6 zwiazkow. Aktywnos¢ cytotoksyczr.g w kombinacji z betuliaa (BET) w liniach HT29 i HT/Dx
badano dla 7 zwigzkow, natomiast w linii COLO205 dla 6 zwiazkéw. Okreslono rowniez typ wzajemnego
oddzia%ywjjania kombinacji zwigzkow (synergizm lub antagonizm) na podstawie indeksu kombinacji oraz
przedstawijiono graficzng wizualizacje efektu kombinacji badanych zwiazkow (klozapina, imiprymina, flufenazyna,
trifluoperazyna, flupentyksol, rysperydon). Doktorantka zbadala réwnies wplyw  wybranych lekéw
antypsyclhtycznych (IMP, TFP i FLP) oraz ich kombinacji z SIM i BET na cykl komérkowy, proces apoptozy
i poziom reaktywnych form tlenu. Dalej badano poziom ekspresji genow lipogennych w komérkach linii HT29
i HT29/Dx po 24 i 48 godzinach inkubacji z wybranymi zwiazkami (KLZ, IMP, FLU, TFP, FLP, RIS) oraz
analizowano ilos¢ wolnego cholesterolu w komérkach HT29 inkubowanych przez 48 godzin z wybranymi zwiazkami
(Jak wyzej oraz dodatkowo SIM, BET, B1 i B2). Na Jjakiej podstawie dokonano wyboru czasu inkubacji dla tych
oznaczen? Nastepnie doktorantka przechodzi do badan wptywu wybranych zwiazkow na mikrodomeny blonowe
w.uktadach modelowych w postaci ogromnych jednowarstwowych lipisoméw (GUV). Badano rozktad liczby domen
oraz ich powierzchni i ksztaltu w obecnosci badanych zwiazkow. Okreslono rowniez wiasciwosci fizykochemiczne
i farmakologiczne badanych zwigzkéw w badaniach in silico. Zbadano réwnies wplyw oddziatywania betuliny i jej
nowy zsyntetyzowanych pochodnych B1 i B2 na termotropowe wlasciwosci btony lipidowej oraz uporzadkowanie
blony liposomow. Szereg przeprowadzonych przez Doktorantke badan w sposob kompleksowy i szczegotowy stal
si¢ podstawa do proby wyjasnienia mechanizmu dziatania testowanych zwigzkow na komorki raka jelita grubego
oraz dostarczyt istotnych informacji dla ewentualnych prob ich wprowadzenia do terapii onkologicznej.

Na 17 stronach dyskusji Doktorantka bardzo wnikliwie i wyczerpujgco analizuje uzyskane i opisane w czesci
eksperymentalnej wyniki. Z uwagi na obszernosé zebranych danych, czes¢ dyskusji mogtaby byé z powodzeniem
podzielona na podrozdzialy ufatwiajace czytelnikowi podazanie za poszczegdlnymi jej czesciami. Doktorantka
ponownie przywoluje cel pracy, jako koniecznosé sprawdzenia czy leki z grupy zwiazkow przeciwpsychotycznych
i przeciwdepresyjnych maja zdolno$¢ do hamowania proliferacji komérek linii RJG oraz czy dzialanie to jest
skorelowane z ich zdolnoécig do zaburzania homeostazy cholesterolu. Przedlozony cel zostal zrealizowany przy
wykorzystaniu wielu technik badawczych. Wykazano, 7e Iekf przeciwpsychotyczne wykazuja si¢ rozng aktywnoscia
cytotoksyczng wobec roznych linii RJIG, a réznice te ‘moga wynikaé z ich morfologii i podtypu molekularnego.
Ponadto, wszystkie sposrod 6 badanych lekéw (KLZ, IMP, FLU, TFP, FLP, RIS) wykazuja sie¢ selektywna
cytotoksycznoscia wobec badanych linii komérek nowotworowych oraz indukuja ekspresje genow lipogennych (za
wyjatkiem RIS). Dziatanie cytotoksyczne 3 z nich (TFP, FLP i IMP) bylo potegowane przez dodatek SIM. Badania
wykazaly, ze efekt ten w duzym stopniu zalezat od uzytej linii komorkowej i stezenia dostarczonego leku. Wykazano
rowniez, ze badane leki przeciwpsychotyczne moga pobudzaé procesy uszkadzajace DNA komorek linii HT29 oraz
prowadzic do ich programowanej $mierci. Doktorantka ponadto wykazata, ze simwastatyna oraz wiekszos¢ lekow
wykazujacych synergie dzialania z SIM, powodowaly obnizenie poziomu wolnego cholesterolu w komérkach. co
jest podstawa cytotoksycznego dziatania badanych lekéw. Zaobserwowano rowniez, ze leki przeciwpsychotyczne
silnie wplywaja na pole powierzchni, ksztatt i liczbe mikrodomen lipidowych w uktadach modelowych GUV. Nalezy

podkresli¢, ze Doktorantka prowadzi pionierskie badania wykorzystujace GUVy do badania oddziatywania




zwiqzkéwﬁ przeciwpsychotycznych z blonami. Czy Doktorantka planuje kontynuacje¢ zapoczatkowanych badan nad
oddziatywaniem lekow z tratwami lipidowymi izolowanymi z komorek? Waznym aspektem badan
pr/eplowadzonych przez Doktorantke byla réwniez analiza interakcji nowych pochodnych BET (BI i B2)
z dwuwarstwaml lipidowymi, ktore moga wpltywaé na ich zréznicowana aktywno$¢ cytotoksyczna wobec komorek

nowotwor;‘owych RIJG.

Pg%dsumowanie

PrFeprow'ad7011e przez Doktorantke kompleksowe badania nad wplywem lekow przeciwpsychotycznych
i przeciwdepresyjnych na zdolno$é do hamowania proliferacji komorek linii RJG ¢ raz zaburzania w nich homeostazy
cholestelolu stanowa istotny wkiad dla prob wprowadzana tych lekow do terapii przeciwnowotworowej. Ponadto
plonmrskm badania nad wykorzystaniem ukladow modelowych zawierajgcych cholesterol i sfingomieline do badania
wplywu tych lekow na mikrodomeny lipidowe zastuguje na duze uznanie. Nalezy réwniez podkreslic, ze czesé
wynikow przedstawionych w niniejszej pracy zostato niedawno opublikowanych w pracy pt.: ,,Modulators of cellular
cholesterol homeostasis as antiproliferative and model membranes perturbing agents” w czasopi$mie Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) — Biomembranes (IF:3,4), ktorej Doktorantka jest pierwszym autorem. Pomimo
przedstawionych powyzej drobnych uwag krytycznych, ktére nie umniejszajg wagi zrealizowanego celu naukowego.
przedstawiong do recenzji rozprawe doktorska oceniam pozytywnie i doceniam naukowg dojrzatos¢, dociekliwosé
i ogrom pracy wlozonej przez Doktorantke na kazdym etapie jej realizacji. Pani mgr inz. Maria Blaszczyk wykazata
si¢ szerokg wiedza i wlasciwym warsztatem badawczym, ktore pozwolity na sprostanie przedtozonym celom

zrealizowanej pracy doktorskiej.

Whioski

W mojej opinii przedstawiona rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (tj. Dz. U. 2018 poz. 1668). Wnosze do Rady
Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszezenie mgr inz. Marie Blaszczyk

do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora.

Dr hab. inz. Anna Wojakowska
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