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RECENZJA

pracy doktorskiej mgr Ewy Radzikowskiej zatytutowanej "Synteza
oligodeoksyrybonukleotydéw modyfikowanych w obrebie wiqzan internukleotydowych
atomem azotu lub siarki” przedstawionej Radzie Naukowej CBM i M PAN w Lodzi

Co raz lepsze zrozumienie przyczyn powstawania zjawisk chorobowych na
poziomie molekularnym skutkowato w koncu ubiegtego wieku pojawieniem si¢ tzw.
strategii antysensowej w poszukiwaniu nowej generacji lekow, ktore moglyby
umozliwi¢ przyczynowe leczenie chorob poprzez precyzyjng interwencj¢ molekularng
na zrédla procesow chorobotworczych. Leki tego rodzaju poprzez specyficzne
oddziatywanie (hybrydyzacj¢) z rozpoznanym konkretnym fragmentem DNA (genem)
lub mRNA pozwalalyby na zablokowanie procesu replikacji, transkrypcji badz
translacji zwigzanego z procesem chorobotwoérczym. Najbardziej obiecujaca grupa
zwigzkéw o pozadanej dla tych celéw charakterystyce staja sie oligonukleotydy o
komplementarnych do docelowej nici sekwencjach zasad ale zmodyfikowane
strukturalnie w obrebie wigzan internukleotydowych. Modyfikacje te polegaja przede
wszystkim na zastgpieniu grupy fosforylowej (P=0) grupg tiofosforylowg (P=S) lub
zastgpieniu jednego wigzania estrowego wigzaniem amidowym (N-P), badz tez obu
tych modyfikacji jednoczesnie (N-P=S). Okazalo si¢ bowiem, ze takie modyfikowane
oligonukleotydy wykazuja kompetencyjne zdolnosci wigzace w pordéwnaniu do
naturalnych oligonukleotydéw i co istotne, sa bardziej odporne na dzialanie
wewnatrzkomorkowych nukleaz. Zamiana grup fosforylowych na tiofosforylowe w
wigzaniach internukleotydowych generuje w strukturze oligonukleotydu dodatkowe
centra chiralno$ci, ktorych konfiguracja ma réwniez istotny wplyw na trwatos¢
tworzonych dupleksow. Pierwsza metoda umozliwiajagca stereoselektywna synteze
diastereomerycznie czystych PS-oligo o zdefiniowanej konfiguracji centrow
fosforowych, znana dzisiaj jako metoda oxatiafosfolanowa, zostata opracowana w
potowie lat 90-tych ubieglego wieku w Zakladzie CBMiM PAN, w Zespole
kierowanym przez prof. W. J. Steca.

Zakres tematyczny pracy doktorskiej mgr Ewy Radzikowskiej miescil si¢ w tym
waznym nurcie badan Zaktadu. W jednej czesci objgt on opracowanie warunkéw dla
wykorzystania metody  oksatiafosfolanowej do  stereoselektywnej  syntezy
oligonukleotydéw chimerycznych PO/PS-oligo zawierajgcych stereozdefiniowane
wigzania tiofosforanowe. Przedmiotem drugiej czgéci pracy bylo opracowanie metody
syntezy stereozdefiniowanych oligodeoksyrybonukleozydo(N3 -P5 ")tiofosforanow,
réwniez na bazie metody oksatiafosfolanowej. Realizacja tej czg$ci pracy stanowita
jednocze$nie zasadniczy fragment projektu realizowanego w Zakltadzie w ramach
umowy z amerykanska firmg Geron.



W celu adaptacji metody oksatiafosfolanowej dla celow stereoselektywne;j
syntezy NPS-oligo Doktorantka opracowata syntez¢ monomerycznych pochodnych
oksatiafosfolanowych wszystkich czterech 3’-amino-2’,3’-dideoxyrybonukleozydow
zawierajagcych rézne podstawniki w poz. 4.4 reszty oksatiafosfolanowej oraz
przeprowadzila proby ich chromatograficznego rozdzialu na pojedyncze
diastereoizomery w kazdym z przypadkow. Kilka udato si¢ rozdzieli¢ i wykorzysta¢
nastepnie do zaplanowane;j stereokontrolowanej syntezy
oligodeoksyrybonukleozydo(N3’-P5”)amidotiofosforanow metodg oksatiafosfolanows.
W modelowej reakcji, przemyslane zastosowanie (poza uzywanym DBU) dodatku
‘zewnetrznej” aminy (najkorzystniej trietyloaminy) w reakcji takiego monomeru z
nukleozydem przytaczonym do zloza pozwolito na otrzymanie tetrameru ze $rednig
wydajnoscig etapowa 88%. Doktorantka zbadata nastepnie wplyw podstawnikéw w
pierscieniu oksatiafosfolanowym na efektywno$¢ kondensacji a takze zbadata jej
stereospecyficzno$¢, chociaz bez mozliwosci ustalenia konfiguracji absolutnych
centrow fosforowych. W opracowanych w ten sposéb warunkach otrzymata seri¢ 17
di- 1 trinukleozydo(N3'-P5")amidotiofosforanow z wysokimi wydajnosciami w
wigkszosci przypadkdéw. Préba otrzymania w ten sposob 10-meru zakonczyla sig¢
jednak niepowodzeniem. Podobnie, najistotniejsza w tej czesci badan préba aplikacji
tego podejscia do syntezy stereozdefiniowanego oligomeru GRN163, rozpoznanego
inhibitora telomerazy ludzkiej, rowniez nie doprowadzita do wydzielenia pozadanego
materialu. Préba ta przyniosta jednak pewne obserwacje, ktére bedzie mozna
wykorzysta¢ w kolejnych podejsciach.

Jako alternatywne podejscie Doktorantka sprawdzita mozliwo$¢ syntezy
oligodeoksyrybonukleozydo(N3 -P5”)amidotiofosforanow z wykorzystaniem
wewnatrzczasteczkowej katalizy z udzialem estrowej grupy 4-metoksy-1-oksydo-2-
pikolilowej w ugrupowaniu tiofosforanowym. Ten obszerny fragment pracy wymagal
najpierw syntezy odpowiednich monomeréw oraz optymalizacji odczynnika
kondensujagcego.  Nastepnie, podjete  zostaly —modelowe proby  syntezy
oligonukleotydow zaréwno w kierunku 3°-5” jak i w kierunku 5°-3” z uzyciem nos$nika
statlego. W tym drugim przypadku Doktorantka otrzymata modelowy tetramer ze
srednig wydajnoscig etapowa 82%. Otrzymana w nastepnej kolejnosci seria 5
dinukleozydo(N3 -P5’)amidotiofosforanéw wydzielona zostata z wydajnosciami 48-
75% 1 rozdzielona na pojedyncze P-epimery na zelu krzemionkowym.

W  kolejnym etapie pracy Doktorantka rozszerzyla swoje poszukiwania
syntetyczne na opracowanie warunkow syntezy stereozdefiniowanych chimerycznych
PO/PS-oligonukleotydéw z wykorzystaniem metody taczacej wprowadzanie jednostek
PO metoda amidofosforynowa i jednostek PS metoda oksatiafosfolanowa w
pofaczonej sekwencji sukcesywnych kondensacji. Wczesniejsze proby wykorzystania
takiego polgczenia obu metod w jeden proces syntetyczny okazaly si¢ nieskuteczne ze
wzgledu na niepozadane utlenianie centréw tiofosforanowych podczas niezbednego
utleniania centrow P tworzacych si¢ w krokach amidofosforynowych. Problem ten
Doktorantka bardzo korzystnie rozwigzata poprzez zastosowanie nadtlenku fert-



butylotrimetylosililowego jako chemoselektywnego utleniacza. Zademonstrowala
nastepnie efektywnos$¢ tak opracowanej potgczonej metody amidofosforynowo-
oksatiafosfolanowej do syntezy chimerycznych oligonukleotydéw o zatozonej pozycji
internukleotydowych wigzan PO i PS oraz zdefiniowanej konfiguracji centrow PS.
Otrzymata w ten sposob 20 oligonukleotydow od tetramerow to tetradekamerow
zawierajacych rozne udzialy wigzan fosforanowych i tiofosforanowych w zatozonych
miejscach fancucha. Na tym etapie badan waznym osiggni¢gciem Doktorantki bylo tez
opracowanie  chromatograficznego rozdzialu  P-epimerycznych  monomeréw
okstiafosfolanowych na zwyklym zelu krzemionkowym co znakomicie ulatwito i
przys$pieszyto  prace.  Sprawdzenie c¢zy  wykorzystanie nadtlenku  fert-
butylotrimetylosililowego jako chemoselektywnego utleniacza umozliwi syntezy
chimerycznych PO/NPS oligonukleotydow takg potaczong metodg. Przeprowadzone
rozpoznanie przyniosto obiecujgce, cho¢ na tym etapie jeszcze nie w pelni
konkluzywne efekty.

Nalezy w tym miejscu stwierdzi¢, ze Doktorantka podjg¢ta si¢ wyjatkowo
ambitnego zdania badawczego i uwazam, Ze zrealizowata go pomyslnie, nawet jesli nie
wszystkie syntezy zakonczyly sie pelnym preparatywnym sukcesem. Uzyskane wyniki
sg wartosciowe i na tym etapie wnoszg swoj znaczacy wkiad do rozwoju
streoselektywnej syntezy modyfikowanych oligonukleotydow. Nie mam tez uwag
krytycznych dotyczacych zarowno samego planowania eksperyment6éw, jak i sposobu
ich przeprowadzenia, wydzielania produktow i ustalania ich struktury czy oceny
stereospecyficznosci kondensacji. Doktorantka wykorzystala stosownie niezbedny
zestaw nowoczesnych metod spektralnych tj. spektrometria UV, 'H NMR i *'P NMR,
MS FAB i Maldi-MS. Dyskusja wynikéw jest rzeczowa i prowadzi wprost do
uzasadnionych konkluzji czy przypisan.

Przedstawiona do oceny dysertacja ma uktad klasyczny. Jest bardzo dobrze
napisana dojrzatym profesjonalnym jezykiem i jest zilustrowana wszystkimi
niezbednymi schematami i widmami uzyskiwanych produktow. Prezentacje wynikow
badan wiasnych (66 stron) poprzedza obszerne 53-stronicowe wprowadzenie w ktorym
Doktorantka przedstawila w sposob przystepny ogélne mechanizmy dzialania i metody
syntezy oligonukleotydow antysensowych. Ten rozdzial réwniez czyta si¢ z
przyjemnosciag i stanowi on rzeczywiscie bardzo pomocne wprowadzenie w
syntetyczng problematyke dysertacji. Cze¢$s¢ doswiadczalna (34 strony) jest
przedstawiona podobnie skrupulatnie i zawiera dostatecznie szczegétowe dane
eksperymentalne i pelng dokumentacje spektralng. W opisie dysertacji Doktorantka
positkowata si¢ 110 cytowaniami literaturowymi umieszczonymi na koncu pracy, ale
takze i u dotu stronic pod biezagcym tekstem, co znakomicie ulatwiato czytanie.
Dzigkuje.

Jako nie tylko zaciekawiony czytelnik ale tez i petnigcy role recenzenta czuj¢ si¢
w obowigzku zwréci¢ uwage na uzywane zargonowe okreslenia czy skroty myslowe,
ktore w naukowym tek$cie sg niepoprawne. W odniesieniu do calej pracy:
niepoprawne jest uzywanie ‘wlasnosci’ zamiast ‘wlasciwosci’; uzywanie semantycznie
niepoprawnego ‘chiralny atom fosforu’ zamiast ‘chiralne centrum fosforowe’ czy ‘P-



chiralne’ zamiast ‘P-stereogenne’; uzywanie nieprecyzyjnego ‘P-diastereoizomery’ w
miejsce jednoznacznego ‘P-epimery’; stosowanie w nazwach przestarzatych
kwantyfikatorow ‘tr6j-° zamiast ‘tri’ np. trojetyloamina czy tréjkoordynacyny atom
fosforu. W czgsci eksperymentalnej nie sprzyja tez czytaniu niepoprawny brak
odstepéw pomiedzy liczbami i jednostkami np. 12g zamiast 12 g, czy 10ml zamiast 10
mL 1 tym podobne 4mmole, 7.5ul ....

Nie musz¢ chyba dodawaé, ze wymienione wyzej uwagi maja charakter
korekcyjny i w zadnym stopniu nie kwestionujag mojej wysokiej oceny dla rangi
naukowej pracy doktorskiej mgr Ewy Radzikowskiej jak tez wysokiego poziomu jej
realizacji i opisu, §wiadczacych o doktorskich kwalifikacjach Kandydatki. Ponadto,
cze$¢ zaprezentowanych w rozprawie wynikéw badan zostata juz opublikowana w
formie jednego zgloszenia patentowego i jednego artykulu wyslanego do Organic &
Biomolecular Chemistry. Mozna wiec stwierdzi¢, ze zaréwno sama dysertacja, jej
opublikowane fragmenty, a takze warte napomknienia wspétautorstwo 3 publikacji
oryginalnych oraz 3 artykuléw w Wiadomosciach Chemicznych poza dysertacja, z calg
pewnos$ciag mogg stanowi¢ wystarczajacg podstawe do ubiegania si¢ o stopien naukowy
doktora nauk chemicznych. Z pelnym przekonaniem wnioskuj¢ wiec o dopuszczenie
mgr Ewy Radzikowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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