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Recenzja rozprawy doktorskiej

Mgr Przemystawa SZAFRANSKIEGO

z Zaktadu Chemii Organicznej, Katedry Chemii Organicznej
Wydziatu Farmaceutyczny Collegium Medicum,
Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie

pt. ,,Synthesis of 1,2,3-triazole derivatives and their evaluation as potential CB1
receptor ligands.”

Projektowanie nowych lekow to fascynujgca dyscyplina badawcza aczkoiwiek
wymaga od badacza szerokiej wiedzy i specyficznych predyspozycji. Nasza wiedza o
mozliwych przyczynach chordb poszerza sie kazdego dnia. Pozwala to na coraz
lepsze poznawanie etiologii choréb a poprzez to coraz skuteczniejsze ich leczenie.
Chociaz jednoczesnie musimy sobie zdawa¢ sprawe, Ze niestety nie zawsze wiedza
idzie w parze ze skutecznoscig. Dopiero teraz poznajemy prawdziwa ziozonosé
systemow regulacji i wzajemnej koegzystencji réznych uktadow biatkowych, ktérych
aktywnos¢ zalezy od wielu czynnikéw a najtrudniejszym do osiggniecia efektem jest
selektywnos¢ wigczania poszczegolnych szlakow sygnatowych.

Praca doktorska mgr Szafrarfskiego dotyczy badan w obszarze receptoréow
kanabinoidowych, z ktérych przynajmniej jeden kanat jonowy TRPV1 (potencjalny
receptor CB3) moze sterowa¢ innymi receptorami na przyktad poprzez niesymetryczng
symulacje wydzielania kwasu glutaminowego. Receptor CB1, ktéry jest zasadniczym



tematem rozprawy doktorskiej petni takze bardzo wazng role szczegélnie w
przenoszeniu termicznego i bolowego stimuli, na przykiad przez heterodimeryzacje a
poszukiwanie nowych ligandéw tego receptora jest w zwigzku z tym bardzo istotne.
Praca P. mgr Szafranskiego przedstawiona do recenzji zostata skonstruowana
wediug typowego dla projektéw chemii medycznej schematu, taczac elementy
syntetyczne, informatyczne i biologiczne. Jest takze nowym elementem, szerszego
programu badawczego prowadzonego od lat w Katedrze Chemii Organicznej w
zespole prof. Marka Cegly.
Projekt przedstawiony w pracy doktorskiej jest nowatorski zaréwno ze strony celu
molekularnego (receptor kanabinoidowy CB1) jak i chemizmu wykorzystanego w
czesci syntetycznej. Chemizm wykorzystany przez doktoranta w pracy obejmowat
katalizowang przez miedz cykloaddycje azydkéw i alkinow. Taka cykloaddycja
okreslana jest takze jako ,chemia zatrzaskowa” (ang. click-chemistry). Trudno jest
przetlumaczy¢ zgrabnie okreslenie ,click-chemistry” na jezyk polski i chyba rozumiem
dlaczego autor podjat sig trudu opracowania rozprawy w jezyku angielskim. Nie musiat
juz tego zwrotu thumaczy¢.
Reakcje ta zaliczy¢ mozna do znacznie szerszej grupy reakcji ,tzw. orbitali
frontalnych”, a obecnie jest bardzo szeroko stosowana nie tylko w syntezie 1,2,3-
triazoli ale takze w procesach funkcjonalizacji uktadéw makro, takze zywych od
poziomu biatek po komérki, czy tkanki.
W przegladzie literatury Zrodtowej doktorant przedstawit wiele struktur ligandow
receptora CB1 opartych na uktadach heterocyklicznych pirazolu oraz iriazolu (1,2,4-1i
1,2,3-). Potwierdza to przydatno$¢ uktadu 1,2,3-triazolu jako podstawy strukturalnej
dla ligandéw receptora CB1. Doktorant zaplanowat modyfikacje w dwoch (1i4)lub
trzech (1, 4i 5) pozycjach stosujac odpowiednie farmakoforowe podstawniki — polarne
i niepolarne. W sumie doktorant opisat synteze 34 produktéw koncowych oraz 5
produktow posrednich. Wszystkie zwigzki zostaty kompleksowo scharakteryzowane
spektralnie — H i C NMR, IR, analiza elementarna. Metodyka syntezy, rozdziatu i
oczyszczania jest skrupulatnie opisana i zapewnia wystarczajacg ilosé informacji dla
tatwego jej powtorzenia. W opisie zwigzkéw zaprezentowano jedynie dane spektralne
bez zadnych informacji fizykochemicznych, ale w ostatnim czasie coraz wiecej
czasopism nie wymaga juz tak szczegétowych informacii. Osobiscie w opisie zZwigzkow
widziatbym jeszcze krotki opis spektrum MS — jon molekularny, najtrwalszy jon. W
takiej formie opis spektralny bylby wowczas stuprocentowy. Numeracja otrzymanych



pochodnych jest takze niejasna. Trudno polaczyé dtugosé tacznika alifatycznego z
obecnoscig innych podstawnikéw, tym bardziej, ze numeracja nie jest kolejna, chociaz
rosnaca.

Nastgpnym etapem byto wyznaczenie powinowactwa 25 z otrzymanych pochodnych,
w tym takze rozdzielonych izomerow geometrycznych, do receptora CBH.
Zastosowano metode wypierania radioligandu. Wyniki nie byly jednoznaczne, chociaz
uzyskano dane wskazuja na powinowactwo. Problemem byt stopien wypierania
radioligandu, ktory tylko dla jednej pochodnej przekroczyt 70%. Ksztait krzywych
wypierania moze sugerowa¢ czesciowy agonizm, ale niestety w tekscie nie rozwazono
takiej moziiwoséci i nie prowadzono zadnych badan w tym kierunku.

Bardzo pomocne w tym wzgledzie byloby modelowanie oddziatywan ligandow z
biatkiem receptorowym, ale one takze nie zostaty przeprowadzone.

Natomiast wykorzystano modelowanie molekularne na kilku innych etapach pracy.
Przy pomocy oprogramowania MarvinSketch doktorant zoptymalizowat strukture 3D
otrzymanych ligandéw oraz dwoéch znanych ligandéw receptora CB1 — CP55,940
(agonista) oraz Rimonabant (antagonista). Zostaly one wykorzystane do zbadania
wzajemnego natozenia struktur (ang. alignment) oraz obliczenia wartoéci logD, ktére
dla niektérych pochodnych potwierdzono  eksperymentem (shake-flask).
Oprogramowanie MetaSite 5.03 bylo wykorzystane do przewidzenia stabilnosci
metabolicznej. Zostato to potwierdzone badaniami eksperymentainymi w modelach
mikrobiologicznych. Natomiast oprogramowanie Gaussian 09 na poziomie ab initio
metodg funkcjonalu gestosci wykorzystano do przewidzenia wartosci przesunieé
chemicznych w widmach HNMR, szczegdinie pomocnych przy identyfikacji izomerow
geometrycznych.

Badania dodatkowe, stuzace okresleniu parametréw farmakokinetycznych objety
okreslenie  stabilnosci metabolicznej ~ przewidywanie kierunku rozpadu
metabolicznego, oraz rozpuszczalnosc co dla zwigzkéw o wysokiej lipofilowosci moze
stanowi¢ powazny problem. Dodanie elementu farmakokinetycznego jest bardzo
istotnym rozszerzeniem problemu, o ktérym bardzo czesto sie zapomina na
poczatkowych etapach badarn R&D. Farmakokinetyka decyduje o losach czasteczki
leku w organizmie oraz o jego biodostepnoéci. Gdy jest za staba jest najczestszg
przyczyna rezygnacji z kontynuacji badan klinicznych. Wczesna wiedza moze wiec
ograniczy¢ niepotrzebnie ponoszone koszty.



Cel, ktory postawit sobie doktorant, czyli utworzenie biblioteki potencjalnych
ligandéw receptora CB1, okreslenie ich aktywnosci i pewnych parametrow
farmakokinetycznych zostat w cato$ci zrealizowany.

Praca jest zaprezentowana w sposob zwiezly i jasny. Zawiera krotki ale bardzo
dobrze opracowany wstep literaturowy, a metodyka wszystkich etapéw badawczych,
jest takze zaprezentowana w sposdb wystarczajacy. Dyskusja obejmuje tylko
najwazniejsze elementy bez zbednych dtuzyzn, a wnioski uwypuklaja najwazniejsze
ustalenia dyskus;ji.

Poziom pracy formalnie i merytorycznie jest bardzo wysoki, jednakze chciatbym
zwrbci¢ uwage doktorantowi na kilka probleméw, ktére zauwazytem czytajac prace:

- uwagi jezykowe sugerujgce nastepujgca formute large body of evidence
confirms that...(str. 5)"; “studies reviled that... (str. 6); “...model can be derived...(str.
13); “...paved the road ...(str. 16); “...significantly lower potency...(str. 20); “...aimed
at antagonism...(str. 20); “...compliance of them with the non-classical...(str. 44)

- brak odnosnikow literaturowych w obu akapitach na stronie 9;
przytaczam jedynie z obowigzku recenzenta, aby przy przygotowaniu publikacji uwagi
te mozna bylo uwzglednié. W referencjach znalaztem trzy publikacje doktoranta ale
tylko jedna dotyczyta czgéciowo tematu rozprawy doktorskiej (zw. JCC1-45). Z tego
whnioskuje, Zze odpowiednie publikacje sa jeszcze w przygotowaniu i jest to najlepszy

moment na ich ewentualng korekte.

Pomimo przedstawionych wyzej uwag moja ocena rozprawy doktorskiej mgr
Przemystawa Szafranskiego jest pozytywna poniewaz postawione cele badawcze i
poznawcze zostaty zrealizowane, a doktorant wykazat sie znakomitym opanowanie
warsztatu badawczego i umiejetnoscia wlasciwego i skutecznego planowania badan.
Uwazam, Zze spetnia ona wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim. Sktadam
zatem wniosek do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum,
Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie o dopuszczenie mgr Przemystawa
Szafranskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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