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sercowo-naczyniowym” wykonanej przez
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pod kierunkiem dr hab. Malgorzaty Zygmunl

Choroby ukladu krazenia stanowig gldéwna przyczyne zgondéw na swiecie, znacznie
wyprzedzajac nowotwory. Choroby sercowo-naczyniowe (CVD), jako przyklad chordb
cywilizacyjnych, to ogdlne pojecie obejmujace zaburzenia w obregbie serca i/lub uktadu naczyn
krwiono$nych, gléwnie zwigzanych z procesem miazdzycowym. Gtéwne czynniki ryzyka
wystgpienia CVD to "wysokie cis$nienie tetnicze i wysokie stezenie cholesterolu, jak rowniez
cukrzyca, otylos¢, palenie papierosdéw i brak aktywnosci fizycznej oraz predyspozycje genetyczne.
Ocena ogoélnego ryzyka wystapienia tych choréb jest kluczowa zaréwno dla prawidtowej
profilaktyki, jak i terapii tych schorzen. Oprdécz niezbednych zmian stylu zycia, w przypadku jednej
z tych chordéb, nadcis$nienia tetniczego, dysponujemy skutecznymi lekami, zaréwno w mono-, jaki
politerapii. Sg to m.in. diuretyki tiazydowe, B-adrenolityki, inhibitory konwertazy angiotensynowej
czy antagonisci receptora dla angiotensyny II. W niektérych przypadkach nadcisnienia opornego na

standardowa farmakoterapi¢ moga by¢ takze stosowane aol-adrenolityki (np. doksazosyna,



terazosyna, dawniej prazosyna), zwlaszcza u pacjentow z lagodnym przerostem gruczotu
krokowego, gdyz to wiasnie te receptory petnia kluczowa rol¢ w regulacji cisnienia tetniczego.
Receptory metabotropowe sprze¢zone z biatkiem G, jak wlasnie receptory adrenergiczne, sa obecnie
waznym punktem uchwytu w poszukiwaniu nowych lekéw skutecznych w CVD i nie tylko.

Oceniana praca doktorska wpisuje si¢ w ten nurt poszukiwan, posiadajgc niezaprzeczalne
walory poznawcze. Celem pracy byla ocena aktywnosci a-adrenolitycznej i dziatania biologicznego
dwunastu nowozsyntezowanych pochodnych 5,5-dimetylohydantoiny celem wyselekcjonowania
struktur o potencjale terapeutycznym, w badaniach in vitro i in vivo. IiIa podstawie wstepnych
wynikéw (tj. okreSlenia powinowactwa do receptoréw adrenergicznych, aktywnosci wewnetrznej
wobec poszczegblnych podtypéw receptoréw o, wplywu na ci$nienie i elektrokardiogram u
normotensyjnych szczuréw oraz aktywnosci przeciwarytmicznej w dwdch modelach), Doktorantka
wyselekcjonowata cztery zwiazki wykazujace najwyzsza spodziewang aktywno$¢ farmakologiczna,
ktére poddata badaniom poszerzonym (w tym przepuszczalnos$é przez sztuczng blone komérkowa w
modelu transportu pasywnego in vitro, aktywno$¢ przeciwarytmiczna w zaburzeniach rytmu
izolowanego serca szczura wywotana okluzja i reperfuzjg naczynia wiencowego in vitro, dziatanie
przeciwptytkowe w 3 modelach agregacji ptytek kewi in vitro, wyplyw na cisnienie krwi i profil
weglowodanowy oraz lipidowy szczura w modelu nadci$nienia wywotanego deksametazonem i
inne).

Uklad dysertacji doktorskiej jest typowy dla tego typu prac — obszerna rozprawa liczy 224
strony i zawiera wykaz skrétow, wstep, cel pracy, opis materiatéw, odczynnikdw i metodyke, wyniki
badan wraz z 49 przejrzystymi i czytelnymi rycinami, dyskusjg, wypunktowane wnioski,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz az 483 pozycji prawidlowo dobranego
(numerowanego) piSmiennictwa.

Wstep (30 stron) stanowi przeglad literatury dotyczacy Scisle tematyki rozprawy, czyli z jednej

strony opisu wybranych chordb uktadu sercowo-naczyniowego i z drugiej strony receptoréw a-



adrenergicznych i ich antagonistow stosowanych w terapii nadcis$nienia tetniczego. Dodatkowo,
opisy uzupetiono niezwykle starannymi i przejrzystymi rycinami i tabelami. Informacje zawarte we
wstepie pracy sa bardzo konkretne, zwigzane $cisle z tematyka pracy. Autorka unikneta tym samym
zbytniego rozbudowania tej czesci dysertacji. Jednoczesnie, tak skonstruowany Wstep stanowi
doskonale podsumowanie istniejacej juz wiedzy, a jednoczesnie doskonale uzasadnit celowos¢
badan. Jestem pelna uznania dla Doktorantki za tak obszerne i nowoczesne omodwienie
najistotniejszych zagadnien dotyczacych omawianych zagadnien.

Hipoteza robocza i cele badawcze pracy sg jasne, konkretne, z wyrﬁienieniem zakresu badan
wstepnych i poszerzonych ocenianych pochodnych 5,5-dimetylohydantoiny.

W kolejnym rozdziale podane zostaly wzory, nazwy chemiczne i symbole badanych struktur i
zwigzkéw odniesienia. Rozdzialy ,,Materialy i odczynniki” oraz ,Metodyka” sa napisane bardzo
doktadnie. Opis procedur i przeprowadzonych analiz statystycznych jest zrozumialy i wyczerpujacy.
Badania, bardzo pracochlonne i zaawansowane metodologicznie, sa zaplanowane niezwykle
starannie. Zastosowano takze adekwatne metody statystycznej oceny wynikow. Umiejgtnosé
postugiwania si¢ powyzszymi technikami eksperymentalnymi $wiadczy o bardzo dobrym
przygotowaniu metodycznym Doktorantki.

Rozmiar samej czesci doswiadczalnej obejmujacy zaréwno badania podstawowe jaki i
poszerzone jest impor’lujatcy. Wyniki sa przedstawione bardzo klarownie, zaréwno jesli chodzi o
analiz¢ statystyczng, jak i ich prezentacje na niezwykle starannie wykonanych rycinach,
»przyjaznych czytelnikowi” i przejrzystych tabelach. Jest to bardzo mocna cze$é¢ rozprawy,
najobszerniejsza, zastugujaca na specjalne wyrdznienie, zardwno jej czes$¢ opisowa, jak i graficzna.
Zakres podjetych badan in vitro i in vivo i ich skala jest bezdyskusyjnym atutem rozprawy.

Dyskusja wynikéw jest logiczna i wyczerpujaca. Doktorantka umiejetnie analizuje wyniki

badan wykazujac przy tym duza znajomos¢ wszystkich aspektéw obserwowanych zjawisk.



Rozprawe konczy ogoélne podsumowanie wynikéw badan i wnioski sformutowane w 20
punktach. Za najwazniejsze osiggnigcia naukowe Doktorantki uznaé mozna m.in. i) wykazanie
roznic w powinowactwie badanych pochodnych do receptora ol-adrenergicznego, a analiza
zaleznosci struktura-aktywno$¢ wskazata na to, iz za silne wigzanie z receptorem odpowiedzialny
jest podstawnik metoksylowy w pozycji orto ugrupowania fenylopiperazynowego i diugi lanicuch
weglowy laczacy ten motyw w pozycji 1 rdzenia hydantoiny; jednocze$nie, wszystkie badane
pochodne wykazaty dziatanie antagonistyczne na ten receptor, z pewnymi réznicami jesli chodzi o
poszczegoblne jego podtypy; ii) po wyselekcjonowaniu do badan posze;:rzonych 4 zwigzkow o
wyraznym dziataniu hipotensyjnym i przeciwarytmicznym w jednym z modeli arytmii, w przypadku
trzech wykazano ich dobra przepuszczalno$¢ przez sztuczna blong komoérkowa, a w przypadku
czterech aktywnos¢ przeciwarytmiczng w modelu arytmii wywolanej okluzja i reperfuzjg lewego
naczynia wieicowego izolowanego serca szczura, dziatanie przeciwplytkowe in vitro i dodatkowo
dzialanie hipotensyjne, hipolipeminizujace i hipoglikeminizujace w modelu nadcisnienia
wywolanego deksametazonem; potwierdzono takze ich dziatanie antyoksydacyjne; iii) jeden z tych
zwigzkéw MG-15, wykazal korzystny wplyw na funkcje $rédblonka oraz korzystny profil
farmakokinetyczny z dtugim okresem pottrwania po podaniu dootrzewnowym. Ten wiasnie zwiazek
okazat si¢ najbardziej zastugiwac na uwage.

Jesli chodzi o strone techniczna, graficzna, edytorska i jezykowa, to rozprawa jest bardzo
starannie zredagowana, jej jezyk bardzo poprawny, terminologia naukowa prawidtowa.
Pismiennictwo, odpowiednio dobrane i aktualne, zostalo zacytowane wiasciwie. Dowodzi to
wlasciwego warsztatu naukowego Doktorantki i jej przygotowania do redagowania prac naukowych.

Drobne uwagi i pytania, ktére nasunely mi si¢ podczas zaznajamiania si¢ z rozprawa
doktorska.

1. Zwykle po przeprowadzeniu syntezy nowych pochodnych w oparciu o wiodaca strukturg

przeprowadza si¢ prosty skreening farmakologiczno-toksykologiczny nowych zwigzkéw, celem



m.in. oszacowania ich bezpieczenistwa i toksycznosci metodami in vivo (np. oznaczanie LD50 lub
EDS50 w nieinwazyjnych testach na niewielkiej grupie zwierzat laboratoryjnych - myszy lub model
zebrafish, postanie doroste lub larwy). Okresla si¢ w ten sposoéb podstawowe i potencjalne kierunki
dziatan toksycznych, i co wazne, takze zakres/rzagd dawek nietoksycznych a potencjalnie
skutecznych jako punkt wyjscia do dalszych badan. W pracy nie ma informacji o wykonaniu takich
testdw, w zwigzku z tym na jakiej podstawie dokonano doboru dawek tych zwigzkow
przeznaczonych nastepnie do testow in vivo i podan obwodowych szczurom?

2. Wg mojej oceny, wnioski zawarte az w 20 punktach sg zbytnio rozbudowane i nie wszystkie
do konca maja charakter wtasciwych wnioskow wyptywajacych z wykonanych doswiadczen. Moze
mniej istotng informacja jest ta, ktére zwiazki o jakich symbolach wywolywaly dany efekt, ale to,
dlaczego akurat te, jakie konkretnie modyfikacje w ich strukturze lezaly u podstaw tej aktywnosci
lub jej braku albo réznic w aktywnosci. Kilka skondensowanych i bardziej konkretnych punktow w
te] czesci rozprawy wystarczyloby do sformutowania wiasciwych, konkretnych wnioskéw
podsumowujacych i ttumaczacych te réznice oraz wyjasniajacych takze, dlaczego akurat zwiazek
MG-15 moze by¢ najbardziej obiecujacy, jak modyfikacje struktury chemicznej przetozy¢ si¢ mogg
na aktywno$¢ i nastepnie wybor potencjalnych lekéw.

Powyzsze uwagi o charakterze technicznym i dyskusyjnym oczywiscie nie majg wiekszego
wplywu na warto$¢ merytoryczng ocenianej przeze mnie rozprawy.

W podsumowaniu chce stwierdzié, ze przedstawiona do recenzji praca dotyczy bardzo
waznego, nie do konca poznanego, ale i trudnego tematu badawczego. To bezdyskusyjnie
nowatorski projekt badawczy, majacy potencjalnie duze znaczenie nie tylko w aspekcie naukowym,
ale takze klinicznym. Podjete przez Pania mgr Joanne Knutelska badania pod kierunkiem Pani
Promotor, dr hab. Matgorzaty Zygmunt, precyzyjne sformutowanie ich celu, zakresu i sposobu
przeprowadzenia do$wiadczen podstawowych i poszerzonych uwazam za przemyslane. Protokét

badan zwraca uwage starannoscia przygotowanego planu badawczego. Wysoko oceniam



umiejetnosci  warsztatowe Doktorantki, poszukiwania sposobow rozwigzywania probleméw
badawczych, korzystania z literatury stanowiacej przedmiot pracy oraz interpretacji wynikéw.
Gléwnym argumentem przemawiajgcym za pozytywna oceng niniejszej pracy jest oryginalna
konstrukcja przedstawionych badan, bazujaca na obszernej wiedzy teoretycznej i warsztacie
badawczym, wiasciwie wykorzystywanych przy konstrukcji kolejnych etapéw pracy wg schematu
stosowanego w okreslaniu dziatan biologicznych nowozsyntezowanych pochodnych. W $wietle
przytoczonych przez Doktorantke danych podjety temat dysertacji jest wysoce uzasadniony i wnosi
wiele nowych elementéw o charakterze poznawczym, takze z mozliwos'(;iq ich wykorzystania w
klinice. Caloksztalt wynikdw ujetych w przedstawionej do oceny dysertacji jednoznacznie dowodzi,
ze badania nad zjawiskami i mechanizmami lezagcymi u podstaw poszukiwania nowych lekow z
grupy antagonistow receptorow ol sa niezwykle istotne i nadal wymagajg wzbogacenia. Badajac role
tych receptordw, badacze moga mie¢ nadziej¢ na opracowanie skuteczniejszej farmakoterapii wielu
chorob sercowo-naczyniowych w przysztosci.

Konkludujac, rozprawe doktorska Pani mgr Joanny Knutelskiej p.t. ,,Ocena aktywnosci

nowych pochodnych 5,5-dimetylohydantoiny w uktadzie sercowo-naczyniowym”, wykonana w
Katedrze Farmakodynamiki, Zaktadzie Wst¢pnych Badan Farmakologicznych Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie pod kierunkiem dr hab. Malgorzaty Zygmunt
oceniam bardzo wysoko. Rozprawa spelnia ustawowe warunki o stopniach naukowych 1 tytule
naukowym zawarte w art. 13 Ust. 1 z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017 r., poz. 1789 z pdézn. zm.).
Whioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie o dopuszczenie pani mgr Joanny Knutelskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Zwazywszy na to, iz rozprawa nie spelnia jednego z wymogéw umozliwiajacego
wnioskowanie o wyrdznienie, tj. nie ma informacji o opublikowaniu wynikéw lub ich czesci,

przyjeciu pracy do druku lub bycia jej przedmiotem wynalazku, mimo rozmiaru pracy
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