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OCENA
rozprawy doktorskiej pt ”Ocena aktywnosci przeciwbolowej i przeciwzapalnej analogéw
zwigzku HC-030031” wykonanej przez Pana mgr farm. Adriana Bryle na Wydziale
Farmaceutycznym w Zakladzie Wstepnych Badan Farmakologicznych Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum, pod kierunkiem promotora Pani dr hab. n. farm.

Maltgorzaty Zygmunt.

Formalna charakterystyka prac

Rozprawa doktorska Pana mgr farm. Adriana Bryly zostala opracowana zgodnie z
wytycznymi wynikajacymi ze znowelizowanej Ustawy o stopniach naukowych 1 tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14. 03. 2003 roku, z pdzniejszymi
zmianami. Przedtozona do oceny rozprawa doktorska pod tytutem ”Ocena aktywnoSci
przeciwbolowej i przeciwzapalnej analogow zwigzku HC-030031” opisana jest na 104
stronach, podzielonych na 10 kolejnych rozdziatow, wyniki badan behawioralne i
biochemiczne przedstawiono w 18 tabelach i1 na 8 rycinach oraz 18 wykresach, ktére wraz z
130 pozycjami aktualnego piSmiennictwa daja catoSciowy poglad na aktualny stan badan w
tym zakresie. Wstgp teoretyczny pracy (25 stron) z 4 tabelami i 7 rycinami stanowi
kompendium wiedzy na temat etiologii i1 patofizjologii bolu 1 stanoéw zapalnych. W tym

miejscu Doktorant podkreslit, ze w etiologii i patologii bolu mozna wyr6zni¢ trzy rodzaje



doznan boélowych: fizjologiczny bol z receptorow bolowych (fizjologiczny bol
nocyceptywny), patofizjologiczny bol z receptorow bolowych (patofizjologiczny bol
nocyceptywny, ktory czesto opisywany jest jako bol w stanach zapalnych) oraz bol
neuropatyczny, powstajacy na skutek uszkodzenia struktur ukladu nerwowego. Majac na
uwadze miejsce powstawania, bol mozna podzieli¢ na somatyczny (w przypadku gdy
wrazenia bolowe pochodzg ze skory, miesni, stawdw, kosci lub tkanki tgcznej oraz trzewny. Z
uwagi na czas trwania mozna wyr6zni¢ bol ostry - zanikajacy szybko po ustaniu czynnika
wywotujacego oraz bol przewlekly — wystepujacy w postaci bolow dtugotrwatych, trwajacy
dhuzej niz 3 miesigce) lub stale nawracajacych. Ponadto zapalenie 1 odczyn zapalny to jedne z
najstarszych poje¢ wystgpujace w patofizjologii chordb i cierpienia — to immunologiczna,
biochemiczne oraz hematologiczne reakcje uktadu odporno$ciowego na pojawiajacy si¢

czynnik uszkadzajacy (wewnetrzny badz zewnetrzny) struktury tkankowe lub narzady.

Pomimo wielu dostepnych lekow stosowanych w farmakoterapii bolu i procesu zapalnego,
ich skutecznos$¢ terapeutyczna nie jest w dalszym ciggu wystarczajaca — szczegdlnie w
przypadku niektoérych stanow bdlowych. Szybkie nabywanie tolerancji na dzialanie
przeciwbdlowe, uzaleznienie od opioidowych lekow przeciwbolowych oraz liczne interakcje
lekowe 1 dzialania niepozadane sg powodem do poszukiwania nowych bardziej skutecznych

lekow o innym mechanizmie dziatania i tym samym o wigkszym profilu bezpieczenstwa.

Aktualny stan wiedzy oraz dane zacytowane we Wstepie pracy w pelni uzasadniaja
podjecie przez Pana mgr farm. Adriana Bryle badan oceniajacych aktywnosci
przeciwbdlowej 1 przeciwzapalnej 12 nowych analogéw zwigzku HC-030031 — selektywnego
antagonisty kanalu jonowego TRPAI1, petnigcego istotng funkcje w bolu, stanach zapalnych
oraz w bolu neuropatycznym. Analogi zwigzku HC-030031 zsyntetyzowano w Katedrze
Chemii Lekéw, Zaktadu Chemii Farmaceutycznej Wydziatu Farmaceutycznego CMUJ. Dla
nowych zwigzkéw okreslono (in vitro) wlasciwosci hamujace aktywnos¢ ludzkiego kanatu
(TRPA1 (hTRPA1), metoda fluorescencyijna, poprzez kinetyczng analize naptywu jonéw Ca>*
do transferowanych ludzkich komoérek HEK-293 z uzyciem wskaznika fluorescencyjnego
Fluo-4 oraz oznaczono aktywnosci przeciwbolowej i przeciwzapalnej; w tescie przeciggania
sic¢ w teScie formalinowym oraz w modelu obrzeku karageninowego. Ponadto dla
wyselekcjonowanych silnie dzialajagcych analogéw oznaczono ich aktywno$¢ przeciwbolowsg

w modelu bolu neuropatycznego, wplyw na poziom cytokin oraz aktywnos¢ oksydacyjna.



Przedstawione w rozprawie wyniki pozwalaja na wyciagnig¢cie nastepujacych wnioskow:

1. Najbardziej aktywne struktury to ksantynowe pochodne z ugrupowaniami amidowymi
(GR-858, GR- 870, MS-131) lub hydrazydowymi (MS-124, GRKA-12) oraz jedna

pochodna benzimidazolowa, z ugrupowaniami amidowymi (MS-134).

2. Aktywnos$¢ przeciwbolowa oraz przeciwzapalna wigkszosci badanych zwigzkow,
moze wynika¢ z antagonistycznych wilasciwosci w stosunku do kanatu jonowego
TRPAT1, natomiast pozostatych (nie majacych powinowactwo do kanatu jonowego), z

hamowania enzymu COX-1.

3. Zaden z analogéw zwigzku HC-030031, nie obnizal poziomu cytokin (TNF-a, IL-1B
oraz IL-6.

4. Wydaje si¢, ze badane zwigzki mogg takze hamowac aktywno$¢ fosfodiesterazy

PDE4/7, ale potwierdzenie tej hipotezy wymaga przeprowadzenia kolejnych badan.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze przedstawione w rozprawie wyniki badan
biochemicznych 1 behawioralnych dostarczyly informacji na temat aktywnosci
przeciwbolowej i1 przeciwzapalnej 12 nowych analogéw zwigzku HC-030031 — selektywnego
antagonisty kanalu jonowego TRPAI1, petnigcego istotng funkcje w bolu, stanach zapalnych
oraz w bolu neuropatycznym. Uzyskane wyniki w istotny sposob przyczynity si¢ do
uzupehnienia wiedzy w zakresie aktywnos$ci farmakologicznej wybranych do badan zwigzkow
oraz wniosly nowe informacje dotyczace efektow 12 nowych analogow zwigzku HC-030031,
wykazujacych, efekty przeciwbolowe 1 przeciwzapalne. Opis uzyskanych wynikow,
wzbogacony tabelami i1 rycinami oraz sposob przeprowadzenia dyskusji, w konfrontacji z
osiggnieciami innych badaczy, stanowi istotne osiggni¢cie Doktoranta. Rozprawa doktorska
Pana mgr farm. Adriana Bryly dowodzi na bardzo dobre opanowania szerokiego wachlarza
modeli stosowanych do oceny potencjalnego dzialania przeciwbdlowego i przeciwzapalnego.
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorant wykazuje umiejgtno$¢ wspotpracy z innymi
zespotami badawczymi, co jest niezwykle wazne, szczegdlnie w pracach badawczych

majacych za zadanie wprowadzenie do terapii nowego leku.



Wysoko oceniam warto$§¢ merytoryczng zaplanowanych 1 zrealizowanych przez
Doktoranta badan farmakologicznych. Do obowigzku recenzenta nalezy jednak wskazanie
niedociagni¢¢ zawartych w rozprawie, s3 one natury redakcyjnej i w niczym nie umniejszaja

tresci merytorycznej pracy.
Doktorant na str. 37 pisze

1. ,,Badania przeprowadzono przy uzyciu myszy Swiss Albino o masie ciata 18-28 g oraz
przy uzyciu szczurdw szczepu Wistar o masie ciata 180-250 g. Do przeprowadzonych

badan uzyto jedynie szczurow”. -nie podano do jakich badaniach uzyto szczury?

2. W opisie Tabel od 7 do 12 oraz Wykresoéw od 1 do 4 podano, ze grupy doswiadczalne

liczyly 6-8 zwierzat, nie zaznaczono czy to byly myszy czy szczury.

3. W badaniach poszerzonych we wszystkich eksperymentach uzyto myszy i te

informacje umieszczono w opisie Tabel i Wykresow,

Jak zaznaczono powyzej, drobne niedociggni¢cia nie umniejszajg wartosci
merytorycznej rozprawy, ktora uwazam za ciekawa, uwzgledniajacg aktualng wiedze,
zwigzang z tak waznym problemem jakim jest leczenie bolu 1 procesow zapalnych. Wyniki
opisane w pracy znacznie rozszerzaja mozliwosci badawcze w poszukiwaniu nowych,

bardziej skutecznych i bezpiecznych metod terapii bolu i stanéw zapalnych.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgr farm. Adriana Bryly w
petni odpowiada wymogom sformulowanym w ustawie o tytule naukowym i stopniach
naukowych 1 przedktadam Wysokiej Radzie Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM, wniosek o

dopuszczenie Pana mgr farm. Adriana Bryle do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Kompleksowo zaplanowane i zrealizowane badania, ich warto$¢ naukowa, istotna warto$¢
metodologiczna pracy, wykraczajaca ponad przecigtnie stosowane badania skriningowe,
wlozony wysitek oraz zdobyte przez Doktoranta umiejetnosci, moga by¢ podstawg

wyroznienia pracy doktorskiej Pana mgr farm. Adriana Bryle.

Krakow, 19. 05. 2022 dr hab. Zofia Rogoéz



