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”Ocena farmakologiczna udzialu receptoréw o2-adrenergicznych w efektach mydriatycznych
pochodnych imidazoliny w oparciu o analize iloSciowych zaleznosci struktura — aktywno$¢
(QSAR)”

Istota odpowiedzi organizmu na lek jest jego oddziatywanie z receptorem. Nieustajgcym problemem
w przypadku wiekszosci produktdw leczniczych z réznych grup ATC jest selektywnosé, tj. uzyskanie w
projektowaniu leku jej jak najwyzszego stopnia, co znalaztoby odbicie zaréwno w efekcie
terapeutycznym, jak i znacznym ograniczeniu objawow niepoigdanych. Wszelkie préby zatem,
podejmowane w celu uzupetnienia charakterystyki danej czasteczki leku o dane dotyczace jej
specyficznosci i wybidrczosci sg na wage ztota i wplywajq potencjalnie na ulepszanie
nowoprojektowanych analogéw. Ciekawg i wartg zainteresowania pod tym wzgledem jest grupa
lekdw oddziatujacych z receptorami a2-adrenergicznymi, bedacych pochodnymi imidazoliny.
Réznorodnosd strukturalna i wielokierunkowo$é dziatania lekdw z tej grupy: dziatanie hipotensyjne,
antyarytmiczne, neuroprotekcyjne na siatkéwke oka, przeciwuczuleniowe, ogdlnie znieczulajace, czy
przeciwbdlowe determinuja tez stosunkowo szeroki zakres interferowania z licznymi typami
receptoréw i, co za tym idzie, wywotywanie efektéw pozaterapeutycznych, tj. niepozgdanych.
Niektdére z w/w efektdw, jak hipotensja i bradykardia korelujg w uktadzie dawkozaleznego efektu
mydriazy (rozszerzania Zrenicy)

Celem pracy Doktorantki byta ocena udziatu osrodkowych receptoréw a2-adrenergicznych i ich
podtypéw w efekcie mydriazy w oku szczura w wyniku dziatania wybranych pochodnych imidazoliny,
majgca da¢ odpowied? na pytanie dotyczgce selektywnosci dziatania poszczegdlnych zwigzkow w
odniesieniu do okreslonego podtypu receptordéw a2-adrenergicznych, z jednoczesnym wskazaniem
kierunkéw modyfikaciji strukturalnej pochodnych imidazolinowych polepszajacych ich selektywnos¢ i
specyficznosé.

Praca obejmowata dwa etapy: oznaczenie parametréw farmakodynamicznych badanych zwigzkéw,
tj.: powinowactwa receptorowego i wptywu antagonistéw receptorowych na site dziatania zwigzkow
oraz okreslenie ilosciowych zaleznosci aktywnosci i struktury metodg QSAR w oparciu o parametry
struktury uzyskane metodami chemii obliczeniowej.

Przedmiot badan stanowito 20 zwigzkdw — pochodnych imidazoliny, w tym dwie nowe pochodne:
marsanidyna i chlorowodorek 7-metylomarsanidyny.

W badaniach zastosowano selektywnych i nieselektywnych antagonistéw okreslonych podtypéw
receptora a2-adrenergicznego.
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Efekt mydriazy oceniano w toku eksperymentu farmakologicznego z uzyciem szczuréw szczepu
Wistar za pomocg mikroskopu stereoskopowego z mozliwoscia cyfrowej rejestracji wynikéw
eksperymentu. Badania na zwierzetach wykonywano za zgodg lokalnej Komisji Etycznej ds.
doswiadczen na zwierzetach w Gdarisku (Uchwata nr 46/2011 z dnia 14.11.2011).

Analize statystyczna wynikéw przeprowadzono przy uzyciu testow: ANOVA i Tukey'a.
Analiza strukturalna badanych pochodnych obejmowata:

- oznaczenie lipofilowos$ci metodg HPLC sprzezonej ze spektrometriag mas z analizatorem czasu
przelotu, w uktadzie faz odwréconych;

- modelowanie czgsteczkowe i obliczenia deskryptoréw strukturalnych, tj.: energii najwyiszego
zajetego i najnizszego niezajetego orbitalu molekularnego; momentu dipolowego, maksymalnych i
minimalnych elektronowych tadunkéw elektronowych na poszczegdlnych atomach w czgsteczkach
imidazolin, energii catkowitej, masy czasteczkowej, refrakcji molowej, polaryzowalnosci, powierzchni
i objetosci Van der Waalsa, parametru elektronowego oraz subczgsteczkowego parametru

polarnosci.
W oparciu o wyznaczone deskryptory wykonano analize QSAR.

Przeprowadzone doswiadczenia, uzyskane wyniki, dyskusje i wnioski Doktorantka opisata w formie

rozprawy.

Rozprawa sktada sie z 12-tu czesci, zatytutowanych kolejno: Wstep, Cel pracy, Materiaty i metody,
Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Piémiennictwo, Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), Spis tabel i
rycin, Curriculum vitae, Lista publikacji (w tej czesci wymieniono publikacje, ktorych Doktorantka byfa

wspodtautorem).

Catos$¢ pracy skonstruowana jest w sposob zwarty, logiczny i uporzadkowany. Tekst dopracowany jest
redakcyjnie, zawiera bardzo nieliczne drobne btedy literowe. W kilku miejscach pojawiaja si¢ btedy
jezykowe i stylistyczne, jak np. na str. 19: ,(...) nie sg dotychczas znane selektywne agonisty” zamiast:
»selektywni agonisci”, czy na str. 39: ,(...) w nieobecnosci braku obecnosci antagonisty”.

Wstep. W tej czesci, podzielonej na podrozdziaty, Doktorantka w sposéb przejrzysty nakreéla tto
prowadzonych przez siebie badan i jednoczesnie uzasadnia zaprojektowane eksperymenty.

Wstep liczy 31 stron i poparty jest danymi ze 113 pozycji piSmiennictwa. Fakt, ze wiekszoé¢ prac z
ostatnich 5 lat, o tematyce zblizonej do tematyki recenzowanej pracy powstata w UM Gdansk,
$wiadczy o oryginalnos$ci tematdéw podejmowanych w tym obszarze i koniecznosci prowadzenia

badan w tym kierunku.

Niewielkie uwagi do tej czesci to: brak wyjasnienia pojecia ,presynaptycznych autoreceptoréw” i
niejasne odestanie do Zrodta fragmentu tekstu na str. 15, tj.: (Grabowska 1997).

Cel pracy okreslono zgodnie z zakresem prowadzonych badan i uzasadnieniem ich zaplanowania
wynikajgcym ze Wstepu pracy.



Materiaty i metody. W tej cze$ci pracy Autorka zawarta opisy wszystkich stosowanych metod z
odpowiednim komentarzem. Umiescita tez niezwykle przydatny w odbiorze catosci pracy podrozdziat

dotyczacy deskryptoréw strukturalnych.

Podkresli¢ nalezy bardzo rzetelny warsztat badawczy, jaki opanowata Doktorantka, co przekfada sie
tez na solidne projektowanie eksperymentdw, jak uwzglednienie proby slepej w badaniu mydriazy
dla wyeliminowania wptywu objetosci podawanych roztwordw na szerokosé zrenicy oka szczura.

Zabrakto jednak uzasadnienia dla wybranych zakresow dawek badanych pochodnych i inhibitorow.

Whyniki. Wyniki przedstawiono w formach: opisowej, wykreséw z uwzglednieniem analizy
statystycznej i Tabeli w sposéb bardzo staranny i czytelny.

Zapewne ogrom wynikow i opracowywanej dokumentacji z badari stanowit powdd pominiecia
pewnych danych w tej czesci, jak np.: zabrakto prezentacji i opisu wynikéw (przynajmniej wybranych)
analizy statystycznej. Ta bardzo czaso- i pracochtonna czesc eksperymentéw na wszystkich etapach
zostata przez Doktorantke skrocona do lakonicznych stwierdzen, e wykazano badZ nie wykazano
korelacji (pkt. 3, str. 65, str. 66). Podobnie, w prezentacji wynikéw pominieto bardziej szczegdtowe
dane, omawiane w tekscie, tj.: mase molowg, objetosc¢ i powierzchnie Van der Waalsa.

Brak jest wyjasnienia w tekscie badz w opisie wykresdw, jakg wielkoscig okreslano odchylenia + od
podanych wynikdw badania efektu mydriazy (SD?).

Brak jest legendy do Tabeli 3, co utrudnia odbidr skrotéw, do ktdrych wyjasnien trzeba szukaé w
tekscie. Nie wszystkie zresztg skréty, uzyte w tej Tabeli zostaty w tekscie wyjasnione [Objetos¢
(Grid)].

Zwazywszy tez na podpisy pod wykresami i zdjeciami— ,Rys.”, niejednolity z tym skrétem wydaje sie
tytut rozdziatu X — Spis Tabel i rycin. Rys. (ryc.?) 23 natomiast, nalezato by zaliczy¢ raczej do fotografii

niz rycin.

Dyskusja. Dyskusja_liczy ponad 8 stron. Czytajac te cze$¢ ma sie przekonanie, ze Doktorantka w petni
panuje nad ogromng iloscig uzyskanych w pracy wynikéw. Umiejetnie przytacza doniesienia innych
autordw, osadzajgc tym samym rezultaty wiasnych badan w obszarze dostepnej juz na ten temat
wiedzy. W Dyskusji Doktorantka opisuje tez czesciowo wyniki, jednak w tym przypadku nie jest to
niepotrzebne powtarzanie fragmentdéw tekstu z poprzedniego rozdziatu pracy, ale wrecz konieczne
dla wtasciwego zobrazowania przemyslen Autorki na tle danych literaturowych.

Doktorantka wykazuje tez, niezbedny w pracy naukowca dystans i krytycyzm wobec wynikéw swoich
badan, co znalazto odbicie w odniesieniu do analizy QSAR i niemoznosci wyciagniecia
konstruktywnych wnioskéw dotyczacych zaleznosci struktury badanych czgsteczek i aktywnosci
farmakologicznej poszczegdlnych zwigzkéw. Autorka stara sie w toku dyskusji znalez¢ potencjalne

przyczyny tego niepowodzenia.

Przy takiej liczbie badanych zwigzkow, zakresie stosowanych metod i ilosci wynikdw do opracowania,
trudno unikng¢ pewnych niescistosci i przeoczen. Ponizej kilka uwag do tej czesci pracy:



- na str. 67 podano i oméwiono wartosci pKi potwierdzajgce obecnos¢ okreslonego typu receptora
adrenergicznego w réznych rodzajach komorek - z tekstu nie wynika, jakie byto Zrédto tych danych,
wtasne prace Doktorantki, czy literatura?

- na str. 69 omawiajac zalezno$¢ wihasciwosci fizykochemicznych i dziatania odrodkowego mar
sanidyny i 7-metylomarsanidyny, Doktorantka nie odsyta do wtasnych wynikéw, zaprezentowanych w
Tabeli 3, ale do poszczegdlnych pozycji pismiennictwa (?)

- na str. 69 przeoczono tez réinice (bgdz jest to pomytka) w wartosciach CLOGP/ACD wyznaczonych
dla 7-metylomarsanidyny, podanych w Tabeli 3, tj.: 0,56 i omawianych w toku dyskusji: 1,70.

Whioski. Wnioski sa, w oparciu o przeprowadzone doswiadczenia i uzyskane wyniki, w petni

uprawnione i prawidiowo sformutowane.

Nalezy zwréci¢ uwage, ze uzyskane wyniki pozwolity Autorce na wyciagnigcie tak konstruktywnych
konkluzji, jak $ciste okreslenie funkcji dwdch nowych badanych pochodnych, w odniesieniu do
receptoréw a2-adrenergicznych, jak i samych receptoréw (wnioski nr 3 i 5).

Dodatkowa wartoscig pracy jest potwierdzenie uzytecznosci modelu mydriazy u szczurdw, poparte

solidnym opracowaniem statystycznym.
Podsumowanie

Rozprawa dotyczy niezwykle wazkiego obszaru zagadnien zwigzanych z badaniem i precyzyjnym
okreélaniem punktéw uchwytu lekéw. Mozliwosci warsztatowe, ale takze rozwdj metod
teoretycznych i programéw komputerowych, odpowiednio wykorzystane pomagajg wyjasnic
mechanizmy znanych lekdw i, tym samym, projektowa¢ analogi o lepszej skutecznosci i maksymalnie
ograniczonych dziataniach niepozadanych. Czes¢ takich wtasnie badan wykonata i opisata
Doktorantka. Potwierdzita jednocze$nie swoje umiejetnosci w stosowaniu szerokiego spektrum
metod ,poczawszy od badar na zwierzetach, po umiejetnos¢ korzystania z metod analizy
instrumentalnej i obliczen teoretycznych.

Eksperymenty zostaty zaplanowane w sposéb przemyslany tak, aby na podstawie wynikéw mozna
bylo wyciggna¢ konkretne wnioski. Interakcje pochodnych imidazolinowych z receptorem a2-
adrenergicznym potwierdzono z uzyciem szeregu inhibitoréw, a analize strukturalng przeprowadzono
bardzo dogtebnie, uwzgledniajgc szeroki wachlarz deskryptordéw strukturalnych.

Wszystkie wyniki w analizie farmakologicznej opracowano statystycznie.

Zakres przeprowadzonych badan w petni uprawnit Doktorantke do sformutowanych w pracy

whnioskdéw.

Przedstawione uwagi, ze wzgledu na podjety temat i jego warto$¢ uzytkowa nie umniejszajg wartosci
prezentowanej pracy. Nalezy podkresli¢ wtasciwe zaprojektowanie catoéci doswiadczert w ramach
podjetego tematu, bogactwo metodyczne i rzetelne opracowanie wynikdw, co przy tak szerokim
zakresie wykonanych eksperymentoéw wymaga ogromnej pracy i zastuguje na uznanie.

Praca spetnia ustawowe warunki stawiane rozprawom doktorskim. Na jej podstawie, wnosze o
dopuszczenie mgr Joanny Raczak-Gutknecht do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.



Ogrom wykonanej pracy, uzasadniony zakres wiasciwie zaprojektowanych doswiadczen, sktadajace
sie na bardzo solidng podbudowe w petni uprawnionych konkluzji, sktaniajag mnie do wnioskowania o
wyrdinienie powyiszej pracy.
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