Streszczenie

Leki przeciwpsychotyczne stosowane sg w leczeniu chorob psychicznych, a ich zazywanie
wigze si¢ z wystgpowaniem wielu dzialan niepozadanych, takich jak: wzrost masy ciata,
zwiekszone ryzyko rozwoju cukrzycy oraz choréb sercowo-naczyniowych. Skutki uboczne
powigzane sg ze zdolnoscig tych lekéw do zaburzania metabolizmu kwasow ttuszczowych i
cholesterolu. Z drugiej strony wiele badan epidemiologicznych wykazato korelacj¢ migdzy
dhlugotrwatym stosowaniem lekoéw przeciwpsychotycznych, a zmniejszong zapadalnoscig na
nowotwory. Jedng z cech komoérek nowotworowych jest ich odporno$¢ na apoptoze oraz
wicksza zdolnos¢ do proliferacji i tworzenia przerzutow. Blona komorkowa petni kluczowsg
role w zachowaniu komorek przy zyciu, a zmiany w szlakach sygnalizacyjnych zwigzane z
tratwami lipidowymi sg silnie zalezne od ilo$ci 1 rozmieszczenia cholesterolu w komoérkach. Z
tego powodu wazne jest prowadzenie badan majacych na celu identyfikacje lekéw zdolnych do
zaburzania homeostazy lipidowej i modulowania wtasciwosci bton komorek nowotworowych.
Jednym z nowotwordéw, w ktérym zaobserwowano zwigkszony poziom cholesterolu we krwi
jest rak jelita grubego (RJG). Nowotwor ten, zajmuje trzecie miejsce wsrod catkowitej liczby
zachorowan na nowotwory na $wiecie. Wystepowanie raka jelita grubego silnie zalezy od
czynnikéw $rodowiskowych, w tym niewlasciwej diety oraz otylosci. Leki, zdolne do
zmniejszania poziomoéw kwasow tluszczowych i cholesterolu moga wiec by¢ obiecujacymi

kandydatami na substancje uzupetniajace leczenie raka jelita grubego.

Celem pracy doktorskiej byto zidentyfikowanie lekéw przeciwpsychotycznych i
przeciwdepresyjnych  zdolnych do selektywnego hamowania wzrostu komorek
nowotworowych RJG w poréwnaniu z komoérkami nienowotworowymi oraz okreslenie ich
wplywu na zwigkszenie ekspresji genow lipogennych. Dodatkowo sprawdzono
antyproliferacyjne dziatanie badanych lekéw uzywanych samodzielnie, a takze w
kombinacjach z substancjami o udokumentowanym wplywie na metabolizm cholesterolu:
simwastatyng oraz betuling w poszukiwaniu synergii pomiedzy tymi zwigzkami. Wigkszos$¢
sposrod badanych lekow ma dobrze udokumentowane zdolnosci do oddziatywania z blonami
lipidowymi, co potencjalnie moze wptywac zardwno na ich wlasciwosci cytotoksyczne, jak i
na ich wplyw na poziom cholesterolu w komorce. Dodatkowym celem pracy byto okreslenie
wplywu badanych lekéw na mikrodomeny blonowe wzbogacone w cholesterol 1 sfingomieling

(tzw. tratwy lipidowe) w uktadach modelowych.



Badania cytotoksyczno$ci przeprowadzone na liniach komoérkowych RJG wykazaty, ze
wigkszo$¢ badanych lekéw przeciwpsychotycznych posiadata znaczng aktywno$é
przeciwnowotworowa wobec komorek linii HT29 oraz COLO205. Wigksza toksycznoscia
charakteryzowaly si¢ leki przeciwpsychotyczne pierwszej generacji, niz leki drugiej generacji.
Ponadto, wyzsza aktywno$¢ antyproliferacyjng zaobserwowano wobec komorek linii
COLO205. Zwiazki znane ze zdolno$ci do modulowania biosyntezy cholesterolu —
simwastatyna (SIM) oraz betulina (BET) réwniez posiadaty istotng aktywno$¢ cytotoksyczng.
Badania przeprowadzone na liniach nienowotworowych, wykazaty, ze badane leki
charakteryzowaly si¢ selektywna cytotoksyczno$ciag wobec komoérek rakowych. Dodatkowo
przebadano dwie nowe pochodne BET i wykazano, ze pochodna podstawiona jedna grupa
acetylowa (B1) posiadala znacznie wyzsza aktywno$¢ przeciwnowotworowa od pochodnej
zawierajacej dwie grupy acetylowe (B2). Trzy leki: trifluoperazyna (TFP), imipramina (IMP)
oraz flupentyksol (FLP) dziataly synergistycznie w kombinacji z SIM, ale jedynie TFP
wykazala synergi¢ rowniez z BET. Dodatkowo polacznie SIM z FLP zwigkszyto efekt
proapoptyczny tego leku oraz zwigkszylo zdolno$¢ TFP i IMP do generowania reaktywnych
form tlenu w komoérkach nowotworowych. Wymienione wyzej leki, wykazujace synergie w
potaczeniu z SIM moga znalez¢ zastosowanie w leczeniu przeciwnowotworowym.
Stwierdzono, ze wszystkie badane leki, oprocz rysperydonu wykazywaty zdolno$¢ do
zwigkszania ekspresji genow lipogennych, w tym gendéw kodujacych reduktazg¢ HMG-CoA
oraz receptor LDL w komorkach linii nowotworowej RJG. Kolejny etap badan, majacy na celu
zbadanie wptywu badanych lekéw na poziom wolnego cholesterolu w komodrkach RJG,
wykazal, ze zaréwno SIM, jak i leki przeciwpsychotyczne takie jak FLU, TFP oraz FLP
obnizaty jego poziom w komorkach linii HT29. Zdolno$ci tej nie zaobserwowano dla BET,
natomiast wykazaty ja jej acetylowane pochodne. Dodatkowo, TFP, FLP oraz B1 powodowaty
nierownomierny rozkiad cholesterolu, co moze oznacza¢, ze wplywaja réwniez na jego
rozmieszczenie w blonie komorkowej. Takze badania wykonane na ogromnych
jednowarstwowych liposomach (GUV) o sktadzie lipidowym, powodujacym pojawienie si¢ w
nich mikrodomen dowiodly, ze badane zwiazki wptywaja na mikrodomeny lipidowe,
modyfikujgc ich pole powierzchni, liczbe oraz ksztatt. Wydaje si¢ wigc, ze leki wykazujace
synergiczne dziatanie przeciwnowotworowe w potgczeniu z SIM, jednoczes$nie istotnie

wplywaja na poziom i rozmieszczenie cholesterolu w komadrkach nowotworowych.

Obliczenia fizykochemiczne i modelowanie molekularne, wykazaty, ze badane zwigzki

posiadaja wysokg lipofilowos¢ i zdolno$¢ do przenikania bton biologicznych, co ma wptyw na



ich aktywno$¢ biologiczng. Dodatkowo przeprowadzone badania oddziatywania nowych
pochodnych betuliny, B1 oraz B2 z modelowymi btonami lipidowymi za pomoca metod
spektrofluorymetrycznych i mikrokalorymetrycznych wykazaty, ze terpeny te wplywaty na
termotropowe wlasciwosci dwuwarstw lipidowych. Wyniki otrzymane dla pochodnej Bl
wskazuja, ze posiada ona silniejsze zdolnosci do interakcji, a takze odmienng lokalizacje w
modelowych btonach lipidowych niz pochodna B2. R6znica ta moze stanowi¢ wyjasnienie jej

znaczaco wyzszej aktywnosci antyproliferacyjnej wobec komorek RJG.

Badania wykonane w pracy doktorskiej przyczyniaja si¢ do szczegdlowego wyjasnienia
mechanizmu dziatania lekow przeciwpsychotycznych na komoérki nowotworowe 1 dostarczajg
danych istotnych dla ewentualnych prob wprowadzenia niektorych z tych lekéw do terapii

przeciwnowotworowe;.

Summary

Antipsychotics are used to treat mental illness, However, their prolonged use is associated with
several side effects, such as weight gain, increased risk of developing type II diabetes and
cardiovascular diseases. Side effects of antipsychotic drugs are linked to their ability to disturb
the fatty acid and cholesterol metabolism. On the other hand, many epidemiological studies
have shown a correlation between long-term use of antipsychotics and a reduced incidence of
cancer. One of the characteristics of cancer cells is their resistance to apoptosis and their greater
ability to proliferate and metastasis. The cell membrane plays a key role in keeping cells alive,
and changes in signaling pathways associated with lipid rafts are strongly dependent on the
amount and distribution of cholesterol in cells. For this reason, it is important to conduct
research to identify drugs capable of disrupting lipid homeostasis and modulating the membrane
properties of cancer cells. Colon cancer (CRC) is one of the cancer types in which the increased
cholesterol level in serum was observed. This cancer ranks third among the total number of
cancers worldwide. The incidence of CRC is strongly influenced by environmental factors,
including improper diet and obesity. Drugs capable of reducing levels of fatty acids and

cholesterol may therefore be promising candidates as adjuncts to the treatment of CRC.

The aim of the present work was to identify antipsychotic and antidepressant drugs capable of
selectively inhibiting the growth of CRC cancer cells compared to non-cancer cells, and to
determine their effect on increasing lipogenic gene expression. In addition, the antiproliferative
effect of the investigated drugs used alone, as well as in combinations with compounds with

documented effects on cholesterol metabolism: simvastatin and betulin, was checked in search



of synergies between these compounds. Most of the drugs tested have well-documented abilities
to interact with lipid membranes, potentially influencing both their cytotoxic properties and
their effects on cholesterol levels in the cell. An additional aim of this study was to determine
the effects of the tested drugs on membrane microdomains enriched in cholesterol and

sphingomyelin (lipid rafts) in model systems.

Cytotoxicity studies conducted on CRC cell lines, revealed that the majority of the studied
antipsychotics drugs had significant antitumor activity against cells of the HT29 and COLO205
lines. Generally, first-generation antipsychotics had greater cytoxicity than second-generation
drugs. Additionally, COLO205 cells were more vulnerable than HT29 cells. Compounds
known for their ability to modulate cholesterol biosynthesis - simvastatin (SIM) and betulin
(BET) also had significant cytotoxic activity. Tests conducted on non-cancerous lines, showed
that the tested drugs exhibited selective cytotoxicity against cancer cells. In addition, two new
BET derivatives were tested and showed that the derivative substituted with one acetyl group
(B1) had significantly higher anticancer activity than the derivative containing two acetyl
groups (B2). Three antipsychotic drugs: trifluoperazine (TFP), imipramine (IMP) and
flupentixol (FLP) acted synergistically in combination with SIM, but only TFP showed synergy
also with BET. Moreover, the combination with SIM increased the proapoptotic effect of FLP,
and enhanced the ability of TFP and IMP to generate reactive oxygen species in tumour cells.
The above-mentioned drugs showing synergy in combination with SIM may find application in
anticancer treatment. It was found that all drugs tested, except for risperidone, showed the
ability to increase the expression of lipogenic genes, including genes encoding HMG-CoA
reductase and the LDL receptor in cells of the CRC cancer line. A further phase of the study to
investigate the effects of the drugs tested on free cholesterol levels in CRC cells showed that
both SIM and antipsychotic drugs such as FLU, TFP and FLP reduced its levels in HT29 cells.
This ability was not observed for BET but was demonstrated by its acetylated derivatives. In
addition, TFP, FLP and B1 caused an uneven distribution of cholesterol, which may mean that
they also affect its distribution in the cell membrane. Also, studies performed on giant
unilamellar liposomes containing raft-mimicking microdomains showed that the tested
compounds affect lipid microdomains, modifying their surface area, number, and shape . Thus
it was hypothesized that the drugs that behave synergistically in combination with SIM also

significantly modify cholesterol level and distribution in cancer cells.

Physicochemical calculations and molecular modeling showed that some of the compounds are

highly lipophilic and easily penetrate lipid membranes, which has an impact on their biological



activity. In addition, studies of the interaction of new betulin derivatives, B1 and B2 with model
lipid membranes using spectrofluorimetric and microcalorimetric methods showed that these
terpenes affected the thermotropic properties of the lipid bilayers. The results obtained for
derivative B1 showed that it possessed stronger interaction abilities as well as a different
localization in model lipid membranes than derivative B2. This difference may explain its

significantly higher antiproliferative activity against CRC cells.

The research carried out in this thesis contributes to the detailed elucidation of the mechanism
of action of antipsychotic drugs on cancer cells and provides data relevant to possible

attempts to introduce some of these drugs into anticancer therapy.



