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Pt. "Synteza i charakterystyka kompleksoéw lantanowcow i ich zastosowanie jako syntetyczne

rybonukleazy"

Praca doktorska mgr Michata Kozlowskiego zostala wykonana w Zakladzie Chemii
Bionieorganicznej Wydzialu Chemii UAM pod kierunkiem prof. dr hab. Wandy Radeckiej-
Paryzek. Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy aktuélnych i waznych, zarowno w aspekcie
poznawczym jak i praktycznym zagadnien zwigzanych z syntezg nowych komplekséw
lantanowcOdw oraz wykorzystaniem tych zwigzkow jako katalizatoréw hydrolizy wigzania
fosfodiestrowego w kwasach rybonukleinowych, prowadzacej do fragmentacji tancucha
RNA. W ukiadach biologicznych proces ten przebiega z udzialem wysoce specyficznych
enzymOw zwanych rybonukleazami, dzielacych RNA na krotsze fragmenty lub pojedyncze
nukleotydy. Jak pokazaly badania ostatnich dwoch dziesigcioleci, w szczegdlnosci zas
odkrycie zjawiska interferencji RNA (wyciszania ekspresji genu), degradacja kwasoéw
rybonukleinowych ma ogromne znaczenie dla funkcjonowania organizméw zywych.
Przyjmuje sig, mie;dzy innymi, iz rybonukleazy zawierajace w swej strukturze male
interferujagce RNA (siRNA) odpowiedzialne sg za obrong przed wirusami, ktérych genom jest
zbudowany z RNA. Z procesem tym wigze si¢ takze duze nadzieje na opracowanie
skutecznych, genowych terapii nowotworéw oraz metod leczenia niektérych chorob
genetycznych. Stad tez duze zainteresowanie od wielu juz lat budzi selektywna degradacja
RNA z wykorzystaniem syntetycznych analogdw nukleaz. Badania nad opracowaniem
sztucznych nukleaz, rozpoznajacych okreslong sekwencje RNA i rozszczepiajacych tancuch
w ustalonym miejscu prowadzone sag w wielu laboratoriach na swiecie. W konstruowaniu tych
sztucznych enzymow szeroko wykorzystywane sg jony metali, wsrod ktorych specjalng

pozycje zajmujg lantanowce, w szczegoélnosci zas ich kompleksy z ligandami organicznymi.



Ciekawa grupe organicznych ligandéw kompleksujacych lantanowce stanowig zwigzki typu
zasad Schiffa. Badania nad synteza i wlasciwosciami makrocyklicznych i acyklicznych
uktadow tego typu, oraz ich komplekséw z lantanowcami (III) prowadzone sg w zespole
Profesor Radeckiej-Paryzek z duzym powodzeniem od wielu juz lat. We wspdtpracy z grupa
profesora Ryszarda Kierzka z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
zapoczatkowane zostaty takze badania nad wykorzystaniem tych kompleksow w procesach
transestryfikacji oraz hydrolizy kwaséw nukleinowych. Recenzowana praca doktorska
stanowi kontynuacje tych badan.

Gloéwne cele pracy jakie postawit sobie Doktorant obejmowaty:

- synteze¢ oraz charakterystyke nowych komplekséw lantanowcédw zawierajacych

salenowe i hydrazonowe ligandy typu zasad Schiffa

- zbadanie zdolno$ci nowo otrzymanych kompleksow, a takze szeregu kompleksow

otrzymanych wczesniej w Zespole Prof. Radeckiej-Paryzek, do hydrolizy
wigzania fosfodiestrowego w kwasach nukleinowych

- opracowanie procedury syntezy prekursora sztucznej rybonukleazy i zbadanie jego

zdolnosci do hydrolizy RNA
Rozprawa zredagowana jest w sposob ogdlnie przyjety z podziatem na krdtki wstegp i cel
pracy, wykaz stosowanych skrotow, czes¢ literaturowa, czgsé eksperymentalng, omoéwienie
wynikow, podsumowanie, oraz bibliografi¢ zawierajaca 171 pozycji literaturowych. Praca
zawiera 97 rysunkow oraz 15 tabel. Calos¢ miesci si¢ na 153 stronach z czego 40 zajmuje
czg$¢ literaturowa, 30 cze$¢ eksperymentalna, a 68 rozdzial poswigcony omowieniu
uzyskanych wynikéw.

Pracg¢ rozpoczyna krotki wstep, w ktdrym Autor zwraca uwage na istotne znaczenie
zwigzkéw kompleksowych metali d i f elektronowych w katalizie, biologii, farmacji i
medycynie, a takze formutuje gtéwne cele pracy. Rozdziat II stanowigcy czgsé literaturowa
sktada si¢ z dwoch podrozdziatow, z ktorych pierwszy zawiera zwiezty opis kompleksow
lantanowcow zawierajacych salenowe i hydrazonowe ligandy typu zasad Schiffa, obejmujacy
metody ich otrzymywania, charakterystyke strukturalng oraz wptyw warunkéw syntezy na
strukture. Pewnym niedociggnig¢ciem tego fragmentu pracy jest brak podpiséw pod rysunkami
przedstawiajacymi struktury krystaliczne omawianych komplekséw. Podrozdziat drugi
dotyczy zagadnien zwigzanych z wykorzystaniem jonéw lantanowcow i ich kompleksow jako
syntetycznych rybonukleaz. W podrozdziale tym Autor omawia metody hydrolizy RNA za
pomoca konstruowanych na bazie lantanowcoéw sztucznych nukleaz, zwracajac szczegodlng

uwage na czynniki wptywajace na ich efektywnosé i selektywnos¢. W sposob szczegétowy



przedstawia takze mechanizm hydrolizy wigzania fosfodiestrowego za pomoca jondéw
lantanowcéw (III). Podsumowujac literaturowg cze$é pracy nalezy stwierdzié, ze jest
napisana w sposob zwigzly, jasny i jest poprawna pod wzgledem doboru tematyki
omawianych zagadnien.

Czgé¢ eksperymentalna (Rozdziat 3), zawiera szczegolowy opis syntezy ligandow i
zwigzkéw kompleksowych metodg templatows oraz bezposrednia, wykaz stosowanych soli
metali i zwigzkow organicznych oraz metod charakterystyki otrzymanych ligandow i
zwigzkow kompleksowych. W czesci tej znajduje si¢ takze szczegolowy opis stosowanych
procedur syntezy, odblokowania i oczyszczania nukleotydow i oligonukleotydow RNA,
prekursordw syntetycznych rybonukleaz oraz procedur hydrolizy RNA. Uzyskane wyniki
omawia Autor w rozdziale V stanowigcym gléwna czg$¢ pracy.

Stosujac templatowg metod¢ oraz rézne warunki syntezy Doktorant otrzymat 22 nowe
zwiazki kompleksowe lantanowcdéw zawierajagce salenowe ligandy bedace produktami
kondensacji aldehydu salicylowego i 1,12-diamino-4,9-dioksadodekanu lub 2-metylo-1,5-
diaminopentanu. Wszystkie otrzymane kompleksy zostaly dobrze scharakteryzowane przy
uzyciu szerokiej gamy metod analitycznych (analiza elementarna i termograwimetryczna) i
spektroskopowych (spektroskopia w podczerwieni i spektrometria mas ESI MS) co pozwolito
na ustalenie ich  wzordw sumarycznych oraz stosunkéw metal/ligand, okreslenie
wewnetrznych sfer koordynacyjnych, a takze zaproponowanie sposobu koordynacji jonow
azotanowych (V) z jonem centralnym dla komplekséw o sktadzie metal-ligand 1:1. Metda
templatowa otrzymat Doktorant takze 19 komplekséw zawierajgcych ligand hydrazonowy L’
bedacy produktem kondensacji dwoch czgsteczek 2-aminobenzoilohydrazydu i jednej
czasteczki 2,6-diacetylopirydyny, w tym kompleksy europu, gadolinu, terbu i dysprozu o
rzadko wystepujacej w zwigzkach kompleksowych lantanowcéw liczbie koordynacyjnej 11.
Na uwage zastuguje fakt, iz szereg kompleksow hydrazonowych otrzymat Autor w formie
krystalicznej, co pozwolilo okreslenie ich struktury metoda dyfrakcji promieni
rentgenowskich. Autor wykazal rowniez, ze synteza zwigzkéw kompleksowych lantanowcow
z ligandem hydrazonowym L*® metoda bezposrednia, prowadzi do takich samych zwigzkdéw,
jak w przypadku metody templatowe;j, jednak o znacznie mniejszej czystosci.

Drugg grupg otrzymanych przez Doktoranta kompleksow hydrazonowych stanowi 12
komplekséw z ligandem L* bedacym produktem kondesacji jednej czasteczki 2-
aminobenzoilohydrazydu i jednej czasteczki 2.6-diacetylopirydyny, otrzymanym jako produkt

uboczny w syntezie liganda L’. Wymienione kompleksy otrzymane zostaly w syntezie



bezposredniej i jak wykazal Autor, zwigzkéw tych nie mozna otrzymaé metoda templatowa,
gdyz prowadzi ona zawsze do kompleksow zawierajacych ligand L.

W czgsci trzeciej rozdziatu V zawarl Doktorant omowienie wynikow badan
dotyczacych syntezy prekursorow syntetycznych rybonukleaz. Do najwazniejszych osiggnigc
W tej czgsci badan zaliczy¢ nalezy opracowanie wydajnych procedur przytgczania do konca S’
2’-O-metylowanych oligonukleotydéw ligandéw organicznych z donorowymi atomami tlenu
1 azotu oraz syntez¢ prekursora PSR XIV i jego kompleksu z iterbem (III). Kilka uwag
dotyczacych tego fragmentu pracy zamieszczam ponize;j:

Interesujagce jest, ze w przypadku adenozyny przylaczonej do podloza CPG,
zawierajacej tacznik 6-aminoheksylowy w pozycji 5° otrzymal Autor oczekiwane produkty
reakcji zarowno z bezwodnikiem kwasu ftalowego, jak i chlorkiem O-acetylosalicylowym
(Rys.69), podczas gdy modyfikowany takim samym lgcznikiem aminoheksylowym pentamer
AS reagowal tylko z chlorkiem O-acetylosalicylowym, a 2’-O-metylowany oligonukleotyd
PSR VI nie dawat oczekiwanych produktow reakcji z zadnym z tych reagentow.
Oczekiwatbym komentarza na ten temat.

Str. 123 — W syntezie PSR X wykorzystano zwigzek 1 a nie 6

Str. 124 — Blednie oznaczono numer zgdanego produktu, powinno by¢ PSR XII
zamiast PSR XI, poza tym tego samego oznaczenia PSR XIII uzyto dla dwoch réznych
zwigzkow.

Str. 125 — podpis pod rysunkiem 83 — czego dotyczy zamieszczone widmo?
Uwienczeniem badan Doktoranta bylo przeprowadzenie szeregu prob hydrolizy RNA z
wykorzystaniem otrzymanej syntetycznej rybonukleazy Yb PSR XVII oraz za pomoca
otrzymanych wczesniej, w grupie Prof. Radeckiej-Paryzek makrocyklicznych zwigzkow
kompleksowych lantanowcéw a takze salenowych 1 hydrazonowych kompleksow
otrzymanych w ramach niniejszej pracy. Podsumowujgc nalezy stwierdzié, ze rozdzial
poswiecony dyskusji wynikow, podobnie jak pozostate czesci rozprawy, napisany jest dosé
przejrzyscie i charakteryzuje si¢ starannie przygotowanymi rysunkami oraz poprawnoscia
formulowanych wnioskéw. Na uwage zastuguje niewatpliwie szeroki zakres tematyczny,
wielowatkowo$¢ zadan oraz ogrom wykonanej pracy eksperymentalne;.

Ponizej zamieszczam kilka uwag i spostrzezen i jakie nasunely mi si¢ w trakcie
czytania pracy.

Str. 3 DCC - dicykloheksylokarboimid — powinno by¢ dicykloheksylokarbodimid

Str. 3 NMR - rezonans magnetyczny jadra — powinno by¢é magnetyczny rezonans

jadrowy



Str. 24 — ,,Na podstawie przesunig¢ pasm absorpcji w spektroskopii w

podczerwieni...” powinno by¢ raczej ,,Na podstawie przesuni¢¢ pasm absorpcji w
podczerwieni ....”

Str. 46 — ,,widma spektroskopii w podczerwieni (IR) rejestrowano ........ W postaci
tabletek KBr

Str 48 — ,Naste¢pnie roztwory powoli zageszczono i kilkukrotnie przemyto woda
destylowang ........

Wymienione wyzej uwagi nie zmniejszajg wartosci i istoty prezentowanych wynikéw
oraz mojej pozytywnej oceny recenzowanej pracy.

Reasumujac stwierdzam z pelnym przekonaniem, ze rozprawa doktorska mgra
Michata Kozlowskiego spelnia wszystkie formalne wymogi stawiane pracom doktorskim,
okreslone w Dz.U. nr 65 poz. 595 z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym, oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki i wnosz¢ o dopuszczenie

Kandydata do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. UAM dr hab. Bohdan Skalski



