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Choroby neurodegeneracyjne tj. demencja, choroba Alzheimera czy choroba

Parkinsona, stanowig ogromny problem spoteczno-ekonomiczny, zwlaszcza patrzac
na konsekwencje wydtuzajacej sie $redniej diugosci zycia. Proces starzenia si¢ organizmu
cztowieka to nieuchronne zjawisko fizjologiczne, ktérego dynamika zalezy od wielu
czynnikéw, genetycznych, osobniczych i stresogennych. Wraz ze starzeniem
spoleczeristwa wzrasta liczba chorych wymagajacych opieki. Biorgc pod uwage brak
skutecznych form leczenia, trudnosci wczesnego wykrywania oraz koszty opieki
nad chorymi mozna przypuszczaé, ze ich liczba bedzie wzrastaé. Juz teraz sugeruje sie,
ze choroby neurodegeneracyjne stanowig plage XXI w.
Podtoze choréb neurodegeneracyjnych stanowia zaburzenia struktury Ilub czynnosci
komérek nerwowych, objawiajgce sie problemami z poruszaniem lub obnizeniem
sprawno$ci umystowej. Choroba Alzheimera jest chorobg zwyrodnieniowg mézgu,
ktéra charakteryzuje sie¢ postepujacymi zaburzeniami pamieci oraz zachowaniami,
ktore z czasem catkowicie uniemozliwiajg prawidiowe funkcjonowanie czlowieka.
Skutkiem postepujacej, nieodwracalnej degeneracji neuronéw jest brak kontaktu chorego
z otoczeniem. Uwaza sig, Ze choroba ta stanowi najczestsza przyczyne otepienia u oséb
po 65 roku zycia. Utracie pamieci i zaburzeniom zachowania moga towarzyszy¢ objawy
neuropsychiatryczne, generujace u chorych nadmierne pobudzenie, agresje czy lek.

Choroba Alzheimera jest chorobg ztozong o heterogennej etiologii, a doktadna
jej przyczyna pozostaje nieznana. Istniejgce koncepcje tj. hipoteza cholinergiczna,
agregacji f-amyloidu, propagacji biatka tau czy hipoteza stresu oksydacyjnego i stanu
zapalnego, wskazujg na czynniki przyczyniajgce si¢ do rozwoju choroby. W oparciu
0 ich mechanizmy podejmowane s3 préby opracowania lekéw, jednak obecnie stosowane



leczenie ma charakter objawowy, nie likwiduje przyczyn choroby, a jedynie agodzi
lub zwalcza jej objawy. W celu poprawy stanu chorego i spowolnienia klinicznych
objawéw choroby Alzheimera obok leczenia farmakologicznego inhibitorami esteraz
(m.in. donepezil, galantamina), przeciwcialami monoklonalnymi (aducanumab,
lecanemab) oraz memantyng, wigczane s3 leki przeciwpsychotyczne (m.in. haloperidol,
klozapina) oraz terapie psychologiczne (terapia kognitywna, reminiscencyjna, zajeciowa
i srodowiskowa).

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy analizy wplywu
wybranych lekéw przeciwpsychotycznych na biochemiczne aspekty choroby Alzheimera.
Bioragc pod uwage wykazany w badaniach in silico potencjat niektérych lekéw
przeciwpsychotycznych w leczeniu choroby Alzheimera nalezy stwierdzié, ze wybrany
temat dotyczy niezwykle istotnego i aktualnego problemu zdrowia ludzi. Praca wpisuje
si¢ w aktualny trend badai nad wykazaniem mechanizméw dziatania lekéw
w odniesieniu do wybranych aspektéw i hipotez rozwoju choroby Alzheimera.
Doktorantka koncentruje uwage na ocenie dzialania wybranych lekéw
przeciwpsychotycznych na elementy trzech podstawowych hipotez powstawania
i rozwoju choroby Alzheimera: cholinergicznej, agregacji B-amyloidu oraz stresu
oksydacyjnego.

Formalny uktad rozprawy jest typowy dla opracowan naukowych o charakterze
doswiadczalnym, prezentowanych w formie opracowania i obejmuje prawie 240 stron.
Uktad rozprawy jest przejrzysty, calo$¢ zostala podzielona na 12 gtéwnych rozdziatéw,
utozonych w klasycznym schemacie: cze$¢ teoretyczna, metodologiczna oraz badawcza.
Praca zawiera takze spis treéci, spis rysunkéw, tabel i wykreséw oraz wykaz
piSmiennictwa. Na poczatku opracowania umieszczono wykaz stosowanych skrétéw,
natomiast na kornicu zawarte zostaly streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim
oraz opis dorobku naukowego Doktorantki. Zatgcznikami do pracy s3: o$wiadczenie
wspélautoréw publikacji oraz Zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi.

Wstep obejmuje 49 stron, na cel pracy i cze$¢ metodyczna przypada 44 strony,
prezentacja wynikow, ich oméwienie oraz dyskusja wraz z wnioskami zajmujg 77 stron.
Uzyskane w pracy wyniki Doktorantka przedstawita w 47 tabelach oraz zilustrowata
na 13 rysunkach i 42 wykresach. W rozdziale Pi$miennictwo, na 28 stronach wykazano
325 pozycji cytowanych pozycji, z czego ponad 90% to materiaty anglojezyczne.
Kolejno$é rozdziatéw jest whasciwa i zgodna z zasadami przyjetymi w redagowaniu prac
w takiej formie. Przedstawione wyniki prawidlowo wprowadzono poprzez
poprzedzajacy je przeglad literatury, uzasadnienie podjetej problematyki, cel i zakres
prowadzonych badai oraz prezentacje metodyki, jak réwniez zostaly one
przedyskutowane w oparciu o wyniki badarn innych autoréw. Strona edytorska pracy jest
poprawna, prezentacja wynikéw czytelna, a kluczowe problemy badawcze, decydujgce
o wartosci poznawczej przeprowadzonych badan zostaly wyraznie zaakcentowane.
Tabele zawierajgce zestawienia otrzymanych wynikéw wraz ze statystycznymi
wskaznikami zostaly zaprojektowane w sposéb prawidlowy. Takze zamieszczone



w pracy rysunki i wykresy przygotowane sg starannie, stanowiac przejrzysty obraz
rezultatéw przeprowadzonych badan.

Recenzowana praca miata charakter eksperymentalny. Dokonujac oceny

merytorycznej nalezy stwierdzi¢, Ze badania zostaly odpowiednio zaplanowane, a dobér
substancji, typu eksperymentéw oraz aparatury badawczej, jak tez sposéb
przeprowadzenia badan oraz analiza wynik6w i ich dyskusja byly wtasciwe. Tytut pracy
odpowiada zatozeniom i tre$ci rozprawy, a wybér tematu badawczego $wiadczy
o zorientowaniu Doktorantki na biezacych problemach w aspekcie zdrowia spotecznego
i mozliwosciach potencjalnego wykorzystania badanych substancji w profilaktyce
choroby Alzheimera.
W czesci teoretycznej Doktorantka zawarla wprowadzenie do podjetej tematyki badan,
przyblizyla problem choréb neurodegeneracyjnych koncentrujgc uwage na chorobie
Alzheimera. Przedstawita dane epidemiologiczne, stadia przebiegu choroby odnoszac sie
do stopnia upo$ledzenia funkcji poznawczych, oraz stosowane metody diagnostyczne.
Duzo uwag poswigcita prezentacji etiologii choroby, kolejnych hipotez opisujacych
jej przyczyny, tj. teorii cholinergicznej (opierajacej sie o proces degradacyjny prowadzacy
do uszkodzenia grup neuronéw cholinergicznych w hipokampie, korze czotowej, ciele
migdalowatym, jadrze podstawnym i przegrodzie przysrodkowej), amyloidowej
(zwiazanej z niewtasciwg obrébka proteolityczng biatka prekursorowego -amyloidu),
teorii biatka tau (warunkujacego zachowanie optymalnego procesu transportu
neuroprzekaznikéw i hormonéw wzdluz wypustek aksonalnych) oraz teorii stresu
oksydacyjnego (powstajacego na skutek podwyzszonego poziomu reaktywnych form
tlenu lub zmniejszenia aktywnosci ukladéw antyoksydacyjnych). Réwnoczesnie
przeprowadzita analize dostepnej literatury w prezentowanej tematyce oraz oméwila
problemy farmakoterapii choroby Alzheimera, omawiajgce mechanizmy dziatania
oraz skuteczno$¢ stosowanych lekéw. Opracowanie dotyczy nie tylko lekéw
odpowiadajacych wspomnianym wcze$niej hipotezom, ale takze stosowanych w leczeniu
stanu zapalnego w mézgu (teoria przeciwzapalna) oraz substancji pochodzenia
naturalnego o wilasciwosciach antyoksydacyjnych (np. kurkumina, koenzym Q10).
Kolejne informacje zawarte we Wstepie dotyczg istoty zastosowania lekéw
przeciwpsychotycznych w chorobie Alzheimera oraz strategii repozycjonowania lekéw,
dajacych mozliwoéci odkrywania nowych wiasciwosci znanych lekéw stosowanych
w terapii innych schorzen. Oméwienie wymienionych zagadnieri wymagato od Autorki
znacznego naktadu pracy, co $wiadczy nie tylko o pracowitosci, ale takze umiejetnosci
selekcji piSmiennictwa wprowadzajacego do przeprowadzonych w dalszej czeéci analiz.

W kolejnej czeéci rozprawy Doktorantka wskazata zatozenia pracy. Gtéwnym
celem badafi bylo okreslenie potencjalnego wptywu lekéw przeciwpsychotycznych
tj. promazyna, haloperidol, bromperidol, benperidol, pimozyd, penfluridol i kwetiapina,
na wybrane aspekty biochemiczne majace udzial w terapii choroby Alzheimera.
Szczegbtowe zadania badawcze zostaly przedstawione precyzyjnie i stanowia logiczna

cato$¢ z dyskutowanymi danymi literaturowymi.



W kolejnym rozdziale wyszczeg6lnione zostaly materialy i metody badawcze.
Zebrano tutaj informacje o stosowanych odczynnikach, badanych zwigzkach
oraz hodowlach komdrkowych. Nastepnie zostaly opisane procedury przygotowania
materiatu biologicznego (osocza, zawiesiny erytrocytéw, ludzkich komérek $rédbtonka
zyly pepowinowej i astrocytéw), i metodyka: oznaczen stopnia hamowania aktywno$ci
acetylocholinoestarezy (AChE) i butyrylocholinoesterazy (BuChE), wyznaczania wartoéci
ICso oraz parametréw kinetycznych reakcji enzymatycznych, a takze okreSlenia
synergizmu dziatania badanych lekéw. Doktorantka opisata procedury postepowania
majgcego na celu okredlenie wplywu lekéw przeciwpsychotycznych na agregacje
B-amyloidu oraz ocene ich potencjalu antyoksydacyjnego w warunkach stresu
oksydacyjnego w modelu erytrocytarnym i hodowli komérkowej. Wraz z oceng wptywu
lekéw na Zywotno$¢ komérek wykonana zostata mikroskopowa ocena ich morfologii.
Wszystkie badania zostaty wla$ciwie zaplanowane i opracowane dla realizacji zatozonego
celu.

W nastgpnym rozdziale dysertacji Doktorantka przedstawila wyniki
przeprowadzonych analiz wraz z analizg statystyczng oraz ich szczegélowym
omoéwieniem. Wyniki bezposrednich oznaczen zostaly opracowane starannie
i przedstawione w klarowny spos6b w postaci tabel oraz wykreséw. Doktorantka
wykazata duza dojrzato$¢ naukowg w przeprowadzeniu analizy danych i oméwieniu
uzyskanych wynikéw. Podsumowanie wynikéw stanowi réwnoczesénie prébe oceny
zaleznos$ci aktywnosci badanych lekéw od ich struktury chemicznej. Najaktywniejsze
okazaly si¢ pochodne tiazepiny/fenotiazyny zawierajgce atomy S i N (kwetiapina
i promazyna) oraz pochodna butyrofenonu z ugrupowaniem bromofenylowym
(bromperidol). Duza cze$¢ rozdzialu stanowi dyskusja wynikéw eksperymentéw
w kontekécie oceny parametréw biochemicznych zwigzanych z klinicznym obrazem
choroby Alzhaimera oraz hipotez wskazujacych na ewentualne przyczyny tej choroby.
Zaréwno piSmiennictwo wyszczegolnione w rozdziale stanowigcym wprowadzenie,
jak i wykorzystane w dyskusji wynikéw jest dobrane wta$ciwie i pozwala na interpretacje
otrzymanych przez Doktorantke wynikéw w konteks$cie badan innych autoréw.

Rozprawe koniczy 7 wnioskow, ktére s syntetycznym podsumowaniem podjetych
badan i sumaryczng odpowiedzig na postawione cele badawcze. Otrzymane wyniki
sugeruja, Ze stosowanie lekéw przeciwpsychotycznych u pacjentéw z chorobg
Alzheimera moze przynie§¢ pewne korzysci Kkliniczne, cho¢ réwnocze$nie moga
one ostabi¢ lub w niekontrolowany sposéb nasili¢ dziatanie inhibitoréw cholinoesteraz
stosowanych w terapii. Wykazanie ich dziatania przeciwutleniajgcego oraz hamujgcego
wplywu na powstawanie zlogéw B-amyloidu moze tez wspomdc terapie pacjentéw
bez choroby Alzheimera leczonych lekami przeciwpsychotycznymi, w zapobieganiu
lub spowolnieniu jej rozwoju.

W dysertacji zacytowano 325 prac, zar6wno publikacji jak i Zrédet internetowych.
Majgc na uwadze duzg ilo$¢ prac naukowych w ramach podjetej tematyki nalezy
stwierdzi¢, Ze dobor bibliografii jest odpowiedni i obejmuje najwazniejsze i aktualne
pozycje. Poszczegélne 7Zrédta =zostaly we wilasciwy spos6b wykorzystane
przez Doktorantke we wszystkich cze$ciach pracy.



Recenzowana praca zawiera elementy nowoéci. Autorka zwrdcita uwage na brak
doniesien dotyczacych préb oszacowania potencjalnego zastosowania lekéw
przeciwpsychotycznych jako wspomagaczy do klinicznie zatwierdzonych inhibitoréw
acetylocholinoesterazy. Wydaje sie to by¢ szczegélnie istotne w kontekscie potencjalnych
interakcji (synergizmu badZ antagonizmu) zachodzacych miedzy lekami stosowanymi
w terapii choroby Alzheimera a neuroleptykami. Wykazanie synergistycznego dziatania
mogloby stanowi¢ uzasadnienie klinicznej korzyéci dla pacjenta chorujacego na chorobeg
Alzheimera z jednoczes$nie wystepujacymi objawami demencji.

Otrzymane w wyniku przeprowadzonych analiz nowe dane stanowig oryginalne
osiggnigcie Doktorantki w prezentowanej tematyce badawczej. Prace do$wiadczalne
zostaly przeprowadzone starannie i wiasciwie przedstawione. Rezultaty badan
stanowigcych podstawe dysertacji umozliwiaja ocene wynikéw prognozowanych
w testach in silico oraz pozwalaja oszacowaé nowe mozliwosci potencjatu
farmakologicznego badanych lekéw przeciwpsychotycznych. Ocena otrzymanych
wynikéw pod katem potencjalnych zastosowan klinicznych stanowi jej dodatkowy atut
i moze miec istotne znaczenie dla dalszych kierunkéw badan, takze w praktyce Klinicznej
terapii schorzeni neurodegeneracyjnych. Dodatkowym, warto$ciowym efektem pracy
Doktorantki jest publikacja czesci wynikéw w renomowanym czasopi$mie naukowym
(Int. ]. Mol. Sci.,, 2022; IF 5,6) oraz ich prezentacja na konferencjach.

Po zapoznaniu sig z treScig pracy stwierdzam, ze gtéwny cel i zakres badan zostaty
okredlone prawidtowo, a rozprawe napisano poprawnie i przystepnie. Jednocze$nie,
z obowiazku Recenzenta ponizej zamieszczam kilka uwag;

- dlaczego stezenia lekéw w prébie (opisane w czesci dotyczacej przygotowania
roztworéw do badan) oraz zakresy stezen roztworéw powstalych przez rozcieficzenie
sg tak zréznicowane w przypadku poszczegélnych zwiazkéw?

- stezenia wigkszo$ci analizowanych lekéw podano w jednostkach ,ug/L”, dlaczego zatem
w przypadku kwetiapiny, donazepilu i rywastygminy jest to ,umol/L"?

- w badaniach prowadzonych z zastosowaniem metody Ellmana dokonano zmiany
dtugodci fali - szkoda, ze nie zaprezentowano Rysunku zawierajgcego widmo absorpcji,
w oparciu o ktére dokonano wspomnianej modyfikacji;

- walidacja metody analitycznej powinna obejmowad, poza okreSleniem zakresu
liniowos$ci, takze wyznaczenie granic wykrywalnoéci i oznaczalnoéci (LOD i LOQ)
oraz okreslenie jej precyzji i doktadnosci;

- w kilku miejscach opis ,Wykonanie pomiaréw” poprzedza informacje skad pochodzi
dana procedura. W tych przypadkach caly opis wykonania zostaje powtorzony (wigcznie
z wzorami obliczeni) - niepotrzebnie te informacje sg opisywane dwukrotnie, wystarczy
jeden opis i potem mozna odnie$¢ si¢ do danego fragmentu;

- brak jest cytowania w tekscie rozprawy Tabel 15, 18-20, 24-27, 29-32;

- str.157: ,Rysunki 11 i 12 przedstawiaja zdjecia odpowiednio...” - wydaje sie, ze zgodnie
z numeracja raczej chodzi o Rysunki 12 i 13, zamieszczone na kolejnych stronach pracy.



Powyzsze uwagi nie maja jednak wpltywu na warto$é¢ merytoryczng rozprawy
oraz moja, w peini pozytywna jej ocene. Wybdr problemu badawczego oraz zakres analiz
nalezy oceni¢ jako zasadny i istotny, zaréwno z naukowego jak i aplikacyjnego punktu
widzenia. Przeprowadzone badania in vitro moga stanowié punkt wyjscia dla dalszych,
pogtebionych badari in vivo w modelu zwierzecym oraz obserwacji klinicznych.

Podsumowujgc stwierdzam, e przygotowana przez mgr Marie Podsiedlik
rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego poszerzajace
stan istniejacej wiedzy. Wyniki przeprowadzonych badan udokumentowano w sposo6b
nie budzacy watpliwosci, a okreslony cel badawczy zostat zrealizowany. Prawidiowo
dobrane metody badawcze, wykonane eksperymenty oraz interpretacja i dyskusja
otrzymanych wynikéw dowodza posiadania wiedzy teoretycznej w dyscyplinie nauki
farmaceutyczne oraz umiejetnosci prowadzenia pracy naukowej, spelniajagc w petni
formalne i merytoryczne warunki stawiane rozprawom doktorskim, okre$lone w art.13
ust.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017r. poz.1789 ze zm.) w zwiazku
z art.179 ust.1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018r. przepisy wprowadzajace Ustawe - Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018r. poz.1669 ze zm.).

Uwazam, Ze przedstawiona do oceny rozprawa odpowiada warunkom stawianym
tego typu opracowaniom na stopiefi doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu.
Tym samym wnosz¢ do Rady Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w L.odzi
0 przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr farm. Marii Podsiedlik do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na aktualno$¢ tematyki badawczej, wysoki poziom prowadzonych
badan oraz duza warto$¢ uzyskanych wynikéw, whnioskuje o wyréznienie zlozonej
rozprawy doktorskiej. Praca przedstawia istotne walory naukowe oraz potencjalny
charakter aplikacyjny, co jest dodatkowym atutem jej wartosci, jako pracy poznawczej,
a Pani mgr Maria Podsiedlik posiada duza wiedze na prezentowany temat i poprawny

warsztat analityczny.
s

dr hab. Malgorzata Starek



