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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Ewy Radzikowskiej
pt. ,,Synteza oligodeoksyrybonukleotydéw modyfikowanych w obre¢bie wigzan
internukleotydowych atomem azotu lub siarki”

Recenzj¢ przedstawiam na prosbe Rady Naukowej Centrum Badan Molekularnych i
Makromolekularnych PAN w Lodzi. Przekazana mi do recenzji praca doktorska mgr Ewy
Radzikowskiej zostata wykonana w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej CBMiM PAN, kierowanym
przez prof. dr hab. Barbar¢ C. Nawrot, pod kierunkiem dr hab. Janiny Baraniak. Rozprawa
dotyczy syntezy jednostek monomerycznych oraz  stereozdefiniowanych  N3->P5'
oligonukleotydéw oraz optymalizacji preparatyki PS/PO oligomeréw w serii DNA. Jest zwigzana
z rozwojem oryginalnej, opracowanej przez zesp6l profesora Wojciecha J. Steca, metody
stereokontrolowanej syntezy PS-oligonukleotydéw poprzez oksatiafosfolany (m.in. Nucleic Acids
Res., 1991).

Aktualne zapotrzebowanie na nowe inhibitory, potencjalne leki oligonukleotydowe o
zdefiniowanej konfiguracji modyfikowanego centrum fosforowego, stawia przed chemikiem
trudne wyzwania zwigzane z syntezag nowych pochodnych ale takze z optymalizacja, czgsto
opublikowanych juz wczesniej, procedur syntetycznych. W ten typ badan wpisuje si¢ rozprawa
mgr Ewy Radzikowskiej — rozprawa $cisle powigzana z celami badawczymi Zakladu oraz jego
zobowigzaniami w ramach projektu wspéltpracy zagranicznej z firmg Geron Corp. (USA).

Osiagnigcie glownych celow preparatywnych pracy a mianowicie: (i) synteza jednostek
monomerycznych pochodnych 2'.3'-dideoksy nukleozydéw niosacych grupe 3'-aminowa i ich
wlaczenie w tancuch N3'->P35' oligonukleotydowy, (ii) optymalizacja procesow rozdziatu
chromatograficznego P-diastereoizomerow trzech typdéw 2-tiono-1,3,2-oksatiafosfolanowych
deoksynukleozydow i ich inkorporacja ~w  fancuch  chimerycznych ~ PS/PO
oligodeoksynukleotyddéw, wymagato od doktorantki bardzo dobrego opanowania chemii fosforu i
protokoléw syntezy oligonukleotydow.

Kilka uwag na temat redakcji rozprawy. Praca ma typowy uklad tresci. Tekst jest luzno
sformatowany (razem 163 strony). Jako$¢ rysunkéw oraz wzoréw chemicznych jest wysoka. Prace
charakteryzuje dos¢ swobodny styl relacjonujacy przebieg badan i ich uwarunkowania. Stan
wiedzy w dyscyplinie oraz tresci dzialbw omoéwienia wynikéw wilasnych badan oraz czesci
eksperymentalnych znalazly swoje odbicie w bibliografii liczacej 110 referencji. Sposob
cytowania ,,na stronie” ulatwia czytanie. Pefen spis bibliografii przedstawiono takze na koncu
pracy co ufatwia odszukanie publikacji cytowanej powtornie lub wielokrotnie.



Doktorantka przedstawia obszerny liczacy prawie 50 stron dzial dotyczacy studiow
literaturowych na temat mechanizméw dzialania i zastosowania antysensowych oligonukleotydow
kolejnych generacji i proponowanych modyfikacji chemicznych w tym pochodnych
stereozdefiniowanych. Rozdzial ten jest przejrzyscie napisany. Doktorantka umiejetnie faczy
historyczne juz dane z aktualnym stanem wiedzy na temat technologii ,antysense” ilustrujac
schematami podstawy preparatyki trzech generacji oligonukleotydéw antysensowych. Czg$¢ tych
informacji koresponduje z artykutem przegladowym kandydatki w Wiadomosciach Chemicznych z
2013 roku. Wybrane, czesto obszerne, dane odnosnie aktualnego stanu wiedzy i dotyczace
kierunkow badan doktorantki znajdujemy takze w dziale ,Badania Wiasne”. W dziale ,,Czg$¢
literaturowa” stykamy si¢ z zagadnieniem wilasciwego doboru nomenklatury oraz polskich wersji
nazw anglojezycznych. Dla przyktadu jedynie podam jeden z nich, budzacy najwicksza
kontrowersje: dla reszt konformacyjnie usztywnionych nukleozydéow typu LNA (ang. locked
nucleic acids) doktorantka uzywa opisu ,,blokowane”, co definitywnie chemikowi kwasoéw
nukleinowych kojarzy si¢ z kwestig grup blokujacych (ochronnych).

Przejde teraz do omowienia zastugujacych na podkreslenie wynikéw badan
eksperymentalnych mgr Ewy Radzikowskiej. Podkresle, ze rozdzial ,,Badania Wtasne” w ktérym
doktorantka przedstawia i dyskutuje uzyskane wyniki nie jest fatwy w odbiorze. Wielowatkowos¢
rozprawy, ukazywanie niektorych detalicznych rozwigzan, ktére zdaja si¢ nie mie¢ kontynuacji
(np. wprowadzenie podstawnika 9-fluorenylometylowego w pochodnej triestrowej, w odniesieniu
do kwestii rozdzialu, str. 88) nie ulatwilo recenzji. Trzeba jednak podkresli¢, ze przedstawione
wyniki znajdujg petlne i szczegélowe udokumentowanie w bardzo dobrze przygotowanym
rozdziale ,,Cz¢$¢ Doswiadczalna™.

Oto ocena najwazniejszych wynikow doktorantki, zgrupowanych w trzech
najistotniejszych dziatach:

(i) Synteza oligodeoksyrybonukleozydo (N3'->P5') amidotiofosforanéw w oparciu o metodg
oksatiafosfolanowg

Mgr Ewa Radzikowska istotnie poszerzyla naszg wiedze¢ odnosnie mozliwosci zastosowania
podejscia oksatiafosfolanowego do syntezy oligodeoksyrybonukleotydéw niosacych centrum (N3'-
>P5') amidotiofosforanowe. Punktem wyjscia badan doktorantki byla synteza wszystkich
czterech, blokowanych 3'-amino-2',3'-dideoksy nukleozydéw. Od samego poczatku doktorantka
nie stosuje ochron funkcji laktamowej reszty guaninowej. W oparciu o dotychczasowe
doswiadczenie macierzystego Zaktadu, doktorantka wybiera trzy typy odczynnikéw
fosfitylujacych celem rozstrzygnigcia, ktdre z P-diastereomerycznych pochodnych 3'-N-(2-tiono-
1,3,2- oksatiafosfolanowych) 5'-O-DMT-3"-amino-2',3"-dideoksy nukleozydow beda tworzyly si¢ z
najwickszag wydajnoscig, dadza si¢ wydajnie rozdzieli¢ chromatograficznie i co najwazniejsze
beda najwydajniej prowadzity do syntezy internukleotydowego wiazania (N3'->P5')
amidotiofosforanowego. To bardzo ciekawy element rozprawy, szczegélnie w Swietle
zgromadzonej w macierzystym Zakladzie wiedzy dotyczacej serii deoksy i rybonukleozydow.
Trzeba podkresli¢, ze doktorantka opiera si¢ na klasycznym procesie rozdziatu
chromatograficznego na kolumnie silikazelowej i trudno recenzentowi oceni¢ czy obserwowane
wyniki (wydajnos¢, mozliwos¢ rozdziatu i czysto$¢ izomeréw) moglyby by¢ korzystniejsze w
przypadku zastosowania kosztownej, preparatywnej HPLC. Analiza wynikow przedstawionych w
Tabelach 2 i3 (str. 60 i 62 odpowiednio) wyraznie wskazujg na to, ze na tym obszarze preparatyki
modyfikowanych DNA, eksperymentator winien dysponowaé calg paleta pochodnych dla
optymalnej syntezy oligomeru. Dla przykiadu, dla poszczegdélnych czterech nukleozasad tylko
okreslone pochodne 3'-N-(2-tiono-1,3,2- oksatiafosfolanowe) dawaly si¢ rozdziela¢. Inny
przyktad: dobrze rozdzielane 4.4-spiro-pentametylenowe pochodne w serii 3'-amino ddG
wykazywaly najnizsze wydajnosci kondensacji. W pracy doktorantki pojawil si¢ tez inny
interesujacy watek — optymalizacja samego procesu kondensacji. Doktorantka odnotowuje wplyw



dodatkowej aminy towarzyszacej DBU w reakcji kondensacji. Mechanizm tego wpltywu wydaje
si¢ by¢ nie do konca wyjasniony - w tym wzgledzie prositbym doktorantke o dodatkowe
informacje w trakcie publicznej obrony Jej rozprawy. Na str. 68 rozprawy doktorantka krétko
opisuje wyniki dotyczace stereospecyficznosci reakcji kondensacji, a wigc najistotniejszej cechy
stereokontrolowanej syntezy modyfikowanych oligonukleotyddw poprzez oksatiafosfolany.
Powotujac si¢ na wczesniejsze prace zespotu dotyczace stereospecyficznosci reakcji podstawienia
oksatiafosfolanowych pochodnych amin (J. Am. Chem. Soc. 114, 10197, 1992), doktorantka,
wobec braku odpowiednich pochodnych krystalicznych, bazuje na poréwnaniu widm 3P NMR.
To wiasciwe podejscie. Interesuje mnie jednak fakt opierania wywodu o stereospecyficznosci
odnosnie kondensacji jedynie wobec DBU (patrz Schemat 27), ale bez wariantu uwzgledniajacego
stosowang w praktyce trietyloaming. Prosz¢ o wyjasnienie.

W oparciu o powyzsze ustalenia mgr Ewa Radzikowska prowadzi syntezy kroétkich
modelowych oligonukleotydow niosgcych wigzania (N3'->P5') amidotiofosforanowe. Jako
monomery  stosuje  jednorodny  zestaw  pochodnych  3'-N-(2-tiono-4,4-dimetylo-1,3,2-
oksatiafosfolanowych). W przypadku dimeréw, trimeréw i heptameru istotnym bylo
wykorzystanie protokotu DMT-OFF dla uniknigcia procesu rozdziatu finalnego produktu od
produktéw degradacji w zwiazku z potencjalng labilnoscia wigzania (N3->P5')
amidotiofosforanowego w sSrodowisku kwasnym. Synteza krétkich oligomeréw w warunkach
zautomatyzowanej syntezy DNA na podlozu stalym oraz dalsze etapy odblokowania i
oczyszczania oligomeréw odstonito trudnosci pracy z tymi pochodnymi. W przypadku nieco
dhuzszych oligotymidylanéw procedura DMT-ON pozwolita fatwiej wydzieli¢ pozadany produkt,
zaréwno typu ,,mix” jak i o zdefiniowanej stereochemii. Juz na tym etapie doktorantka obserwuje
ograniczong skuteczno$¢ preparatyki, wobec zbyt niskich wydajnosci kondensacji.

Trudnosci te poteguja si¢ w przypadku 13-meru DNA (kod. GNR163), potencjalnego
inhibitora ludzkiej telomerazy (wspotpraca z f-ma Geron Corp. USA), ktéry winien zawiera¢
stereozdefiniowane wigzania (N3'->P35') amidotiofosforanowe. Przed podjeciem projektu, wobec
braku metody stereozdefiniowanej syntezy, oligomer ten byl dostgpny jedynie w postaci
mieszaniny P-diastereoizomeréw (Gryaznov, metoda amidofosforynowa). Doktorantka
przeprowadzila préby syntez 13-meru zawierajacego 4 stereozdefiniowane wigzania (N3'->P5’)
amidotiofosforanowe w regionie reszt G, stanowigcych miejsca oddzialywania z telomerazag. W
odréznieniu od syntez modelowych, w przypadku syntezy GNR163, doktorantka byta zmuszona
wykorzysta¢ dobrze rozdzielajgce si¢ 2-tiono-4,4-spiro-pentametylenowe pochodne 3'-amino ddG,
ktore jak bylo wiadomo, wykazywaly najnizsze wydajnosci kondensacji (izomery fast s3 bardziej
reaktywne od slow). Doktorantka obserwowala bardzo niskie wydajnosci kondensacji (w
obecnosci DBU i trietyloaminy), a przedluzanie czasu tej reakcji (15 min / krok) doprowadzity, jak
si¢ zdaje, do powigkszenia puli produktow ubocznych w zwiazku z reaktywnos$cia niechronionego
systemu laktamowego reszt guaninowych (str. 78, opis ,,grupy Oé-ketonowej” jest bledny). W
rezultacie kosztowna proba syntezy GNR163 zakonczyla si¢ niepowodzeniem. Mozna mie¢ tylko
nadzieje, ze doktorantka w swej przyszlej pracy wyciagnie odpowiednie wnioski przygotowujac
si¢ do syntezy oligonukleotydow trudno zawigzujacych wigzania internukleotydowe, a
jednoczesnie niosacych reaktywne (niechronione) grupy laktamowe nukleozasad.

(ii) Synteza oligonukleotydow niosgcych wigzania (N3'->P5') amidotiofosforanowe w
oparciu o proces wewngtrzczgsteczkowej katalizy nukleofilowej.

Wobec po@stzego mgr Ewa Radzikowska skierowuje swoja uwage na opublikowane wczesniej
prace dwoch grup badawczych: (i) Efimowa (m.in. Nucleic Acids Res. 1985) dotyczace syntezy
oligonukleotydow metoda fosforotriestrowa z wykorzystaniem N-tlenkéw aryloamin jako
katalizatorow oraz — w konsekwencji - z zastosowaniem monomerycznych blokéw
fosforotriestrowych zawierajacych ugrupowanie N-tlenkowe np. pikoliny. Ugrupowanie to byto
aktywne w reakcji wewnatrzczasteczkowego ataku na centrum fosforowe wobec jednostki 5'-OH i



czynnika kondensujacego; (ii) Stawinskiego (Chem. Commun., 2004), ktéry z powodzeniem
rozwingt proces wewnatrzczasteczkowej katalizy w, opartej o chemi¢ fosfonianow,
stereospecyficznej syntezie PS-oligotymidylanow. Podejscie to, po modyfikacjach, bylo w
kolejnych latach kontynuowane dla dtuzszych DNA i RNA w grupie Efimowa.

W oparciu o doniesienia tych zespotéw, doktorantka podjeta probe opracowania nowej
drogi syntezy oligonukleotydéw niosgcych wigzania (N3'->PJ5’) amidotiofosforanowe. Istotg
metody miala by¢ synteza na podlozu stalym umozliwiajaca wydluzanie tancucha oligomeru w
dwdch kierunkach, a wige zaréwno od strony 3' jak i (nietypowej) 5'. Dla realizacji tego ogdlnego
podejscia doktorantka opracowata metody preparatyki dwoch typéw pochodnych 3'-amino-2',3'-
dideoksy nukleozydow w serii T i G, zawierajacych ugrupowanie N-tlenkowe czy to na koncu 5'-
OH (wiazanie tiofosforanowe) czy na koncu 3'-amino (wigzanie amidotiofosforanowe). W
obydwoch przypadkach punktem wyjscia byly dobrze znane doktorantce reakcje 2-tiono-1,3,2-
oksatiafosfolanowych pochodnych oraz mozliwo$¢ wykorzystania wezesniej otrzymanych blokéw
syntetycznych. Blokada funkcji 3' aminowej resztg trytylowa nie pozwolita na rozdziat tworzgcych
si¢ 5' izomeréw blokowanych tiofosforanéw. W przypadku bloku 3', doktorantka dysponuje takze
mieszaning NPS-diastereoizomeréw. Chociaz w obydwdch przypadkach synteza blokéw
monomerycznych  przebiegla z wysokimi wydajnosciami, od tego etapu, doktorantka jest
zmuszona pracowa¢ na mieszaninie P-diastereoizomeréw. Sytuacja ta znaczaco obnizala wage
przysztych wynikow. Chce jednak podkreslié, ze mgr Ewa Radzikowska konsekwentnie
przeprowadzita syntezy pilotowe (poziom dimeru) pozwalajagce na ustalenie przebiegu i
wydajnosci proceséw kondensacji celem syntezy TnpsT i to w obydwoch kierunkach wydtuzania
lancucha. Niestety obraz kondensacji w typowym kierunku 3'-5' byl wysoce niekorzystny: dla 5 z
6 roznych czynnikéw kondensujacych (str. 92, Tabela 11), a wiec w przypadku chlorkow
arylosufonylowych oraz chlorku piwaloilu otrzymywane z wyd. ok. 70% (dla tego drugiego 30%)
dimery mialy struktur¢ TnpT (eliminacja atomu siarki), a tylko wobec dzialajacego wg. innego
mechanizmu NEPCI otrzymywano TnpsT z wyd. 7%. Doktorantka przedstawia przekonywujacy
wywod na temat zroéznicowanego mechanizmu dziatania tych dwdch typéw czynnikéw
kondensacyjnych.

Znacznie lepsze rezultaty doktorantka obserwuje dla bloku 5' podczas préb syntezy
modelowego dimerdw TnpsT w kierunku 5'-3'. Pierwszy etap kondensacji byl wysokowydajny i
nie dochodzilo do utraty atomu siarki. Niestety proby syntezy dluzszych tancuchéw nie
wskazywaty na wystarczajacy poziom wydajnosci kondensacji aby méc oczekiwaé praktycznego
wykorzystania tego podejscia w zautomatyzowanej syntezie na podfozu stalym. Na podkreslenie
zastuguje fakt wykazania przez doktorantkg potencjatu tego typu kondensacji dla wariantu syntezy
w roztworze, ktory przy odmiennej aranzacji grup ochronnych daje szanse wydzielenia
indywidualnych P-diastereoizomerow dinukleozydo-(N3'->P5')-amidotiofosforanéw (uwaga
stownictwo: nie dinukleotydow, str. 98). Podejscie to wymaga jednak dopracowania.

(iii) Synteza chimerycznych, stereozdefiniowanych PS/PO-oligonukleotydow

Dzial ten, obejmujacy syntez¢ oligodeoksyrybonukleotydow zawierajacych reszty PO i PS z
wykorzystaniem chemii amidofosforynowej oraz oksatiafosfolanowej, konczy rozprawe z
pozytywnymi wynikami, szczegélnie co do przebiegu reakcji utleniania P(III) do P(IV).
Doktorantka z powodzeniem adaptuje, wprowadzony na innym obszarze przez zespdl
Salomonczyka (Tetrahedron Lett. 2002), tert-butylonadtlenotrjmetylosilan podczas etapu
utleniania w syntezie chimerycznych PS/PO oligodeoksyrybonukleotydow. Widma MS
potwierdzity obecno$¢ wiazan PS. Doktorantka w osobnych eksperymentach wykazala tez, ze
reagent ten nie desulfuryzuje dinukleozydo-(N3'->P5’)- amidotiofosforandw.

W obrebie tego dzialu rozprawy mgr Ewa Radzikowska zaproponowala tez nowy wariant
procesu chromatografii na silikazelu blokéw 2-tiono-1,3,2-oksatiafosfolanowych podstawowych
deoksynuklezydéw, niezbednych do przeprowadzenia powyzszych syntez.



Wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej mgr Ewy Radzikowskiej sg bezposrednio
zwiagzane ze zgloszeniem patentowym z 2012 roku dotyczacym sposobu wytwarzania PS/PO
oligonukleotydéw oraz przestang do druku pracg eksperymentalng. Doswiadczenie doktorantki jest
takze odzwierciedlone dwiema nie zwigzanymi bezposrednio z rozprawa publikacjami
eksperymentalnymi (Antiv. Chem. Chemother., 2011, Bioorg. Med. Chem. w druku), publikacja
konferencyjna (Collection Symp. Ser., 2008). Cieszy duza aktywnos$¢ naukowa mgr Ewy
Radzikowskiej — doktorantka jest w wiekszosci przypadkéw pierwszym autorem trzech artykutow
przegladowych (Wiadomosci Chemiczne, 2008, 2011, 2013) oraz 14 posterow na krajowych i
zagranicznych konferencjach w latach 2008-2013.

Czas na podsumowanie. Przed doktorantka postawiono trudne cele syntetyczne. Bylo to
jednak konieczne dla rozpoznania zakresu stosowalnosci oryginalnej metody opracowanej w
macierzystym Zakladzie. Z jednej strony mgr Ewa Radzikowska musiala skonfrontowa¢ wiasne
wyniki z tymi uzyskanymi w zespole wczesniej (PS/PO oligonukleotydy) i ten dzial rozprawy
przynidst interesujace, ugruntowujace metode, zadawalajace wyniki dotyczace etapu utleniania i
metody rozdziatu 2-tiono-1,3,2-oksatiafosfolanéw. Z drugiej strony nalezato ustali¢, czy metoda
stereokontrolowanej syntezy P-modyfikowanych oligonukleotydow poprzez oksatiafosfolany daje
si¢ rozszerzy¢ na obszar NPS-oligonukleotydow. Mimo zakldcenia ogdlnego obrazu syntezy -
przez mozliwos$¢ reakcji ubocznych na resztach guaniny - doktorantka udowodnita, ze zbyt niska
reaktywnos¢ centrum fosforowego, wyraznie widoczna dla 2-tiono-4,4-spiro-pentametylenowe;j
pochodnej 3'-amino ddG, nie pozwala na efektywng synteze stereozdefiniowanych NPS-
oligonukleotyddw. Problem niskiej reaktywnosci wybranych jednostek monomerycznych moze tez
stang¢ na przeszkodzie efektywnej syntezy tej rodziny oligonukleotydéow z wykorzystaniem tzw.
wewnatrzczasteczkowej katalizy nukleofilowe;j.

Widocznym jest, ze w odniesieniu do wszystkich trzech dzialéw badan opisanych w
rozprawie, doktorantka  opanowala trudng metodyke syntezy P-modyfikowanych
oligonukleotydéw i ich zaawansowang analiz¢ fizykochemiczna, dysponuje duzym
doswiadczeniem, a osiagnigte przez nig wyniki z pewnoscig pozwolg na planowanie dalszych
badan w dyscyplinie. :

Przedstawione wyniki, poziom wiedzy oraz wskazana pod koniec recenzji aktywno$é
naukowa mgr Ewy Radzikowskiej, pozwalaja mi stwierdzi¢, ze Jej rozprawa spetnia w pelni
wymogi stawiane w tej mierze pracom doktorskim* i wnosz¢ do Rady Naukowej Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi o desygnowanie kandydatki do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.
%@,wﬁq

* W swojej ocenie kierowalem si¢ wytycznymi zawartymi w Ustawie o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 z p6zniejszymi zmianami wprowadzonymi w art. 251 ustawy Prawo o
szkolnictwie wyzszym z dnia 27 lipca 2005 r., w Rozporzadzeniu Ministra Edukacji Narodowej i Sportu z dnia 15
stycznia 2004 oraz w zaleceniach Centralnej Komisji do Spraw Tytulu Naukowego i Stopni Naukowych z dnia 20
maja 2002 r.4 z dnia 14 pazdziernika 2005.



