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rozprawy doktorskiej mgr. Przemyslawa Szafranskiego pt. ,Synthesis of 1,2 3-triazole
derivatives and their evaluation as potential CB1 receptor ligand” wykonanej w Katedrze i
Zakladzie Chemii Organicznej, Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego -
Collegium Medicum pod kierunkiem prof. dr hab. Marka Cegly.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr. Przemystawa Szafranskiego
dotyczy istotnego i aktualnego na gruncie chemii medycznej problemu projektowania
i syntezy nowych zwigzkow, ktore w przyszlosci moglyby znalezé zastosowanie jako
potencjalne substancje lecznicze. Bezposrednim celem badan bylo poszukiwanie nowych
aktywnych ligandéw receptora kannabinoidowego CBI reprezentujacych szereg ligandéw
nie-klasycznych tego receptora.

Rola ukfadu kannabinoidowego w fizjologii i patofizjologii o$rodkowego ukiadu
nerwowego jest na dzien dzisiejszy dobrze poznana. Kannabinoidy wywieraja dziatanie
biologiczne przez dwa typy receptoréw kannabinoidowych CBI i CB2. Receptory CBI
wystgpujg gtownie w oSrodkowym uktadzie nerwowym (0.u.n.), a receptury CB2 znajduja si¢
w komérkach ukladu immunologicznego. Oba typy naleza do grupy receptoréw
metabotropowych sprzgzonych z biatkiem G. Receptory CB1 wystepuja gtéwnie w o.u.n., ale
tez w narzadach takich jak: macica, jadra, nasieniowdd, pecherz moczowy, serce, phuca,
grasica, $ledziona, a takze w tkance tluszczowej, uktadzie pokarmowym, komérkach ukiadu
immunologicznego i w lozysku. Ekspresje tych receptoréw wykazano réwniez w oku,
astrocytach, komérkach glejowych i w przednim placie przysadki mézgowej.

Kannabinoidy ze wzgledu na dzialanie euforyczne i halucynogenne dosé czesto,
i w sposdb jednoznaczny kojarzone sa z problemami narkomanii, wiadomo jednak, ze np.
tetrahydrokannabinol (THC) i jego analog - nabilon od 1985 roku sg dopuszczone przez FDA
do lecznictwa, jako leki zwalczajagce wymioty i nudnoéci towarzyszace chemioterapii
nowotworow. W pézniejszych latach zatwierdzono tez w kilku krajach europejskich

wskazanie — na anoreksj¢ u chorych na AIDS oraz jako leki przeciwbdlowe i poprawiajace



samopoczucie u pacjentéw chorych na AIDS i nowotwory. Warto podkreslic fakt, ze
perspektywy wykorzystania kannabinoidow w lecznictwie s znacznie szersze. Pojawiajg sie
doniesienia 0 mozliwosci uzyskania lekéw o unikatowym profilu terapeutycznym np.
dzialajacych przeciwbélowo, przeciwzapalnie i jednoczesnie przeciwwrzodowo, a wynika to
z istotnej roli endogennego ukiadu kannabinoidowego w fizjologii i patofizjologii czlowieka.
W te interesujacg tematyke wpisuje si¢ niniejsza praca doktorska, podejmujaca probe
znalezienia potencjalnych ligandow receptora CBI i oceny ich aktywnosci biologiczne;.
Kanwg tych badan staly si¢ wczesniejsze prace Katedry Chemii Organicznej
Uniwersytetu Jagiellonskiego - Collegium Medicum w zakresie m.in. projektowania i syntezy
zwigzkdow o potencjalnej aktywnosci biologicznej, nakierowane na ukfad nerwowy oraz badan
nad nowymi ligandami receptoréw kannabinoidowych. Stanowia one ich kontynuacj¢ pod
kierunkiem Promotora - prof. Marka Cegty w zakresie poszukiwah nowych obiecujgcych
uktadéw heterocyklicznych o znacznym prawdopodobienistwie znalezienia zwigzkow

obdarzonych aktywnoscig biologiczna.

Uklad rozprawy mgr. Przemystawa Szafranskiego jest typowy dla prac doktorskich
z tej dziedziny. Sklada si¢ na nig Wstgp, Cze$¢ literaturowa, Cel pracy, Dyskusja
otrzymanych wynikow, Podsumowanie | Wnioski, Cze$¢ eksperymentalna, Streszczenie. Prace
zamyka wykaz cytowanego piSmiennictwa liczacy 175 pozycji uwzgledniajgcy oryginalne
publikacje naukowe, podreczniki i opracowania przegladowe, wigkszosé, bo 132 pozycje
pochodza z okresu po roku 2000, co swiadczy o ich aktualnosci. Pod wzgledem redakcyjnym
i graficznym praca przygotowana zostata wyjgtkowo starannie, liczy lacznie 126 stron
numerowanych, zaopatrzona zostata w szczegotowy wykaz: akroniméw i skrotéw, figur (21),
schematéw (33) oraz tabel (8) wraz ze wskazanym numerem strony, co niewatpliwie ulatwia
sprawne poruszanie si¢ po obszemej dysertacji. Wart podkreslenia jest fakt, ze praca zostala
napisana W jezyku angielskim, co dobitnie wskazuje na swobode poruszania sie doktoranta
w tym jezyku i znajomosci fachowej terminologii z zakresu chemii organicznej, chemii

medycznej oraz metod analitycznych i bioanalitycznych.

Oméwienie badan wlasnych Autor poprzedza ogdlnym wprowadzeniem
w realizowang tematyke opisujac rolg i znaczenie systemu endokannabinoidowego (ECS),
systematyzuje i omawia szczegdlowo ligandy receptoréw kannabinoidowych i przedstawia
ogdlne wprowadzenie do koncepcji ,click chemistry” koncentrujac sig rowniez nad opisem

katalizowanej miedzia(I) reakcji cykloaddycji azydkéw i terminalnych alkinéw. Ta czgsé
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dysertacji stanowi wartosciowe opracowanie przydatne w lekturze dalszych czeéci rozprawy,

stanowiac zarazem przyczynek do podjecia przedstawionych badan.

Podstawowe przestanki i hipotezy badawcze uzasadniajgce podjecie tematu badan
doktorant przedstawit w sposob przejrzysty i logiczny, a zalozony cel pracy, ktérym byla
synteza biblioteki potencjalnych ligandéw receptora kannabinoidowego wérdd bicyklicznych
pochodnych 1,2,3-triazolu, reprezentujacych szereg nie-klasycznych ligandéw tego receptora
Autor postanowit zrealizowa¢ w reakcjach cykloaddycji azydkéw i alkinéw katalizowanej
miedzig(l) z wykorzystaniem interesujacej koncepcji ,,chemii-klik” przedstawionej przez K.B.
Sharplessa w 2001 .

W rozdziale zatytutlowanym Dyskusja otrzymanych wynikéw Autor wykazal, Ze
zamierzone uktady 1,4-dipodstawionych 1,2,3-triazoli (JCC2-11 — JCC2-41) zawierajace
w pozycji 1 cykloalifatyczne pierscienie 5-7 czlonowe, a w pozycji 4 nierozgalezione
alifatyczne fancuchy C-6 do C-8 moga by¢ uzyskane z umiarkowanymi lub dobrymi
wydajnosciami w reakcjach cykloaddycji odpowiednich azydocykloalkanéw i dostgpnych
handlowo terminalnych alkinéw w typowych warunkach katalizy jonami miedzi(I) wg.
standardowej procedury CuAAC (ang. copper(I)-catalyzed [3+2] cycloaddition of azides and
alkynes) z wykorzystaniem askorbinianu sodu w s$rodowisku DMSO-woda 4:1 lub
alternatywnie DMF-woda 4:1 — ufatwiajacym zaréwno proces ekstrakcji jak i usunigcia
polarnego rozpuszczalnika organicznego.

Dalsza optymalizacja warunkéw polegajgca na zastosowaniu innego srodowiska
reakcji tj. mieszaniny woda-etanol 2:1 pozwolita przede wszystkim na zredukowanie
stosunku molowego katalizatora miedziowego bez niekorzystnego wplywu na wydajnosé
reakcji. Natomiast istotnym osiagnigciem Autora bylo poznanie nowego rozpuszczalnego
w wodzie liganda chelatowego o budowie 2-[4-(dimetyloaminometylo)-1H-1,2,3-triazol-1-
yloJeykloheksan-1-olu i symbolu AMTC, ktérego zastosowanie pozwolito na zwigkszenie
wydajnosci katalizowanej miedzig(I) cykloaddycji azydkéw i alkinéw przy jednoczesnej
znacznej redukeji stosunku molowego miedzi(l) i poprawie warunkéw izolacji czystego
produktu. W konsekwencji Autor zaproponowal wydajne procedury syntetyczne
z wykorzystaniem AMTC, ktére zweryfikowat w kolejnych reakcjach cykloaddyciji
prowadzacych do kilku serii 1,2,3-triazoli posiadajacych w pozycji 4 tancuchy alkilowe
(JCCI1-44 — 70), fancuchy alkilotiometylowe (JCC2-95 oraz JCC2-102 i 105), badz
tetraalkiloamoniowe (JCC3-2 - 5).



Obecnos¢ protonu przy atomie wegla sp2 w pozycji 5 1,2,3-triazolu stwarzata
mozliwo$¢ dalszej funkcjonalizacji pierscienia w reakcjach elektrofilowego podstawienia,
ktérg Autor umieje¢tnie wykorzystal poczatkowo uzyskujac pochodna litoorganiczng, ktorg
nastepnie  potraktowal elektrofilami takimi jak: oksiran, paraformaldehyd, N,N-
dimetyloformamid czy N N-dimetylobenzamid i uzyskat zamierzone zwiazki z dobrg lub
umiarkowana wydajnoscia (JCC2-62, -65, -89, -91, -93 i -94).

Pewien niedosyt jednak pozostawia zamieszczona w Dyskusji ofrzymanych wynikéw
na str. 61 relacja z préb wprowadzenia ugrupowania etanoloaminowego w pozycje S-triazolu,
ktéra sygnalizuje co prawda pojawiajace si¢ trudnosci z uzyskaniem czystego produktu, lecz

docelowy zwiazek w efekcie nie zostat opisany i scharakteryzowany.

W prowadzonych badaniach Autor postuguje si¢ sprawnie wspdtczesnymi metodami
analitycznymi wykorzystujac standardowo magnetyczny rezonans jadrowy ('H i '*C NMR),
chromatografi¢ cieczowa sprz¢zona ze spektrometria mas LC-MS, wysokosprawng
chromatografi¢ cieczowa w fazach odwréconych RP-HPLC, spektroskopie w podczerwieni,
UV-Vis i analizg elementarng C,H,N,S. Z duza wnikliwoscia podchodzi do zagadnien
zwigzanych ze stereochemia uzyskanych polgczen. Przykladowo, rozwigzujac kwestie
wzglednej konfiguracji diastereoizomeréw  1,3-dipodstawionego pierscienia cykloheksanu
postuguje si¢ danymi eksperymentalnymi diagnostycznych protonéw z widm 'H NMR
zestawia je z obliczonymi warto$ciami przesunig¢ chemicznych metoda DFT-GIAO,
ostatecznie weryfikujgc konfiguracje cis-, trans- widmami 2D NOESY. Stosuje tez
tradycyjne metody chromatograficzne, chromatografie cienkowarstwowg w monitorowaniu
przebiegu reakcji i ocenie jednorodnosci produktéw oraz  chromatografie kolumnowa

w trakcie izolacji i oczyszczaniu zwigzkdw finalnych.

W podsumowaniu nalezy podkresli¢, ze wymiernych efektéw pracy jest wiele, wérod
nich jest uzyskanie biblioteki 30 oryginalnych nowych 1,4-bicyklicznych pochodnych 1,2,3-
triazolu w tym 4 rozdzielonych par diastereoizomerow. W obszarze metod syntezy
niewgtpliwe osiagnigcie to odkrycie rozpuszczalnego w wodzie liganda chelatowego (AMTC)
zwigkszajacego wydajnosc katalizowanej miedzig(l) cykloaddycji azydkéw i alkinéw. Cenne
z punktu widzenia nauk farmaceutycznych informacje uzyskal badajac wiasciwosci
fizykochemiczne, w tym lipofilowo$é, stabilnosé chemiczng w réznych warunkach

i stabilno¢ metaboliczng w modelu in vitro dla reprezentatywnego zwiazku JCC1-45.



Dwadziescia cztery nowo otrzymane pochodne 1,2,3-triazolu Autor poddat ocenie
powinowactwa do receptora CBl. Uzyskane wyniki wskazaly zwiazek JCC2-65 jako
antagonist¢ receptora CB1 o Ki = 1,5 pM i wzglednie wysokiej lipofilowosci logD —
wyznaczonej teoretycznie. W tym przypadku wskazane byloby poréwnanie z wartosciami
eksperymentalnymi, tym bardziej, ze autor przeprowadzil! takie badania dla kilku innych
zwigzkow, Badania powinowactwa pozwolilty tez na znalezienie pewnych istotnych
zaleznosci struktura-aktywnos¢ w obrebie testowanej biblioteki potgczen heterocyklicznych.

Moze warto w tym miejscu przypomnie¢, ze z antagonistami receptora CB1 zwigzane
sg nadzieje ich terapeutycznych zastosowan, np. do leczenia zaburzeni faknienia, deficytéw
pamieci, a takze jako czynnikéw zapobiegajacych wytwarzaniu zaleznosci od opiatéw oraz

innych substancji psychoaktywnych.

Obowiazkiem recenzenta jest wskazanie niektorych zauwazonych uchybien
formalnych, typograficznych lub redakcyjnych popetnionych w trakcie przygotowywania
manuskryptu rozprawy. Uwagi te dotycza nast¢pujacych zagadnien:

1. str. 53 — zamiast grupa sulfonowa, powinno by¢ grupa sulfidowa

2. str. 59 — umieszczenie na Schemacie 7-7 podstawnika R2 = 3-pirydoiliowego moze
wprowadza¢ w biad, bowiem takiej pochodnej Autorowi nie udato sie uzyskaé.

3. str. 69 — Tabela 7-5, kolumna 2, wiersz 9. — powinno byé¢ cis-JCC2-40

4. str. 85 — ,redukcja grupy aldehydowe)”, ... wiasciwiej byloby - redukcja grupy
formylowej....

5. str. 111. - ogblnie, uwaga dotyczy polskiej pisowni grupy zwigzkéw organicznych

o nazwie kannabinoidy

6. Lektura dysertacji i analiza zamieszczonych wynikéw bylaby znacznie latwiejsza
gdyby Autor zastosowat konsekwentng — chronologiczng numeracje kolejno
opisywanych zwigzkéw, co jest ogdlnie przyjetym sposobem prezentacji wynikow

w pracach naukowych z tej dziedziny.

7. Nieliczne blgdy typograficzne znaleziono na stronach: str. 69 linia 2 od dohy, str. 111

linia 3 oraz linie pozostale ze stowem ,,kanabinoidy”.

Pragn¢ podkresli¢ jednak, ze przedstawione w mojej ocenie uwagi maja giownie
charakter techniczny, redakcyjny oraz porzadkujacy, natomiast w zadnym stopniu nie
wplywaja na wartos¢ merytoryczng pracy, ktorg jak juz wezeéniej wspomnialem oceniam

bardzo wysoko.



W podsumowaniu swojej recenzji z przekonaniem stwierdzam, ze mgr Przemystaw
Szafranski w petni zrealizowal postawione przed sobg nietatwe zadanie badawcze
w dziedzinie syntezy zwiazkow heterocyklicznych o potencjalnej aktywnosci biologiczne;j.
Wymagato to duzego nakladu pracy i dobrej wspélpracy w wielu obszarach kompetencji
naukowych. Doktorant wykazat si¢ doskonatym opanowaniem nowoczesnych metod syntezy
i analizy oraz znajomoscig technik separacyjnych, jak tez umiejetnoscia korzystania
z pismiennictwa z przedmiotowego zakresu.

Biorgc powyisze pod uwage stwierdzam, ze przedlozona do oceny rozprawa
doktorska jest osiagnigciem oryginalnym i bardzo wartosciowym oraz speinia wymagania
okreslone w obowigzujace] ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z dnia 14.03.2003 r.
z uwzglednieniem zmian wprowadzonych — Dz. U. z 2016 r. poz. 882 z dnia 3.06.2016 r.).

Na tej podstawie wnoszg do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Jagiellonskiego - Collegium Medicum o przyjecie rozprawy doktorskiej

i dopuszczenie mgr. Przemystawa Szafrafskiego do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesdnie korzystajac z przystugujacych recenzentowi uprawnien wnioskuje do
Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellofiskiego - Collegium
Medicum o wyrdznienie niniejszej rozprawy doktorskiej na podstawie obowigzujgcego
Regulaminu wyrézniania rozpraw doktorskich z dnia 28 wrzesnia 2015 r. W uzasadnieniu
pragng zwroci¢ uwage nie tylko na wysoka warto$é naukowa ocenianej dysertac)i lecz
rowniez na dorobek publikacyjny mgr. Przemystawa Szafrafskiego. Jest on bowiem
pierwszym autorem trzech prac opublikowanych w czasopismach z listy JCR, ktorych

tematyka jest bezposrednio zwiazana z przedstawionymi badaniami.

Gdansk, dnia 27 stycznia 2017 r.

prof. dr hab. Jarostaw Stawinski
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