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Recenzja pracy doktorskiej mgr Michala Gladysza pt:

Acykliczne analogi oligonukleotydow otrzymane metodg chemii “click’

Praca doktorska mgr Michata Gladysza powstala w Pracowni Spektrochemii Organicznej
Wydziatu Chemii UAM kierowanej przez profesora Jana Mileckiego. Promotor pracy doktorskiej od
wielu juz lat zajmuje si¢ réznymi aspektami chemii bioorganicznej kwaséw nukleinowych. Badania

naukowe, jakie prowadzit mgr Gtadysz sg nowym tematem w grupie badawczej profesora Mileckiego.

Praca doktorska posiada klasyczny uktad i sklada si¢ z wszystkich czesci wymaganych w tego
typu rozprawach. W czedci literaturowej kandydat szczegétowo omawia zatozenia metody ,,click”, rézne
aspekty mechanistyczne tego typu sprzegania. W dalszej czesci szczegétowo opisuje wykorzystanie
metody ,,click” w chemii bioorganicznej kwaséw nukleinowych. Na poczatku przedstawia wykorzystanie
tego typu reakcji dla przygotowania modyfikowanych antysensowych oligonukleotydéw oraz siRNA.
Dalej zajmuje si¢ omdwieniem nanomaterialow bazujacych na oligonukleotydach, w ktorych
wykorzystano metode ,click”. Mgr Gladysz koficzy ten fragment oméwieniem reagentow
fluorescencyjnych i stuzgcych badaniu> struktury kwaséw nukleinowych, w ktorych wykorzystano to
podejscie. Drugi, obszerniejszy fragment czesci literaturowej dotyczy wykorzystania metody ,click” do
przygotowania nukleozydowych i nukleotydowych analogéw, ktére stuzyty otrzymaniu pochodnych o
potencjalnej aktywnosci przeciwwirusowej i przeciwnowotworowej. Autor po kolei omawia modyfikacje,
jakie, stosujac podejscie ,.click”, wprowadzano w obrebie zasad heterocyklicznych i fragmentow
cukrowych nukleozydéw i nukleotydow. W ostatnim fragmencie czesci literaturowej mgr Gladysz
omawia przygotowanie analogéw oligonukleotydowych, w ktérych naturalne wiazanie fosfodiestrowe
zostato zastgpione analogiem triazolowym, powstatym wiasnie w wyniku sprzegania dwéch fragmentow
oligonukleotydowych metoda ,,click”. Jest to zapewne najwazniejszy fragment czesci literaturowej, gdyz

bezposrednio zwigzany z tematem pracy doktorskiej mgr Gladysza.

Jak w wigkszosci prac doktorskich czes¢ dotyczaca badan whasnych jest najciekawszg. Kandydat

planowat synteze kilku oligonukleotydéw w serii DNA, do ktérych w okreslone miejsca wprowadzat



jednoczesnie dwa rodzaje modyfikacji. Jedng byto zastapienie pochodnych rybozy ich acyklicznymi
analogami. Druga modyfikacja polegata na zastapieniu wigzania fosfodiestrowego jego triazolowym
analogiem. W tym celu przygotowal rodzaj dimeréw, ktére zawieraly réwnoczesnie oba rodzaje
modyfikacji. W dalszej kolejnosci zostaly one przeksztatcane w odpowiednie amidofosforyny i jako takie
uzyte do syntezy oligonukleotydéw metoda amidofosforynowg na podtozu statym.

Chcac uzyska¢ zamierzony cel kandydat przygotowat oba 5°- i 3’-fragmenty owych dimeréw
zawierajace odpowiednio grupy alkinowg i azydowa. Kandydat szczegétowo opisuje przygotowanie obu
fragmentéw wychodzac z stosunkowo prostych zwiazkéw chemicznych. Zastosowanie odpowiednich
grup ochronnych, doprowadzity go do pochodnych 59, 60 i 64 pokazanych na schematach 25 i 26. Nalezy
zauwazy¢, iz mimo, ze byly to w miarg proste zwiazki chemiczne kandydat sporo zmagal si¢ z ich
przygotowaniem. W wielu przypadkach wyjsciowymi substratami byly pochodne polihydroksylowe i
trudnym bylo uzyskanie selektywnos¢ blokowania wymaganych grup hydroksylowych. Byé moze autor
powinien sprébowa¢ innej metody usunigcia blokady benzylidenowej z pochodnej 46, ktéra
doprowadzifaby go do monoestréw benzoesowych. Te pochodne mozna bytoby selektywnie blokowaé
grupg dimetoksytrytylowg a nastgpnie usungé estry benzoesowe, co powinno w miare prosto doprowadzi¢
do pochodnej 50. W roku 2008 ukazata si¢ praca, w ktérej opisano oksydacyjne czesciowe odblokowanie
grupy benzylidenowej (Tetrahedron Letters, 49, 6390, 2008) i takie podejscie wydaje sie by¢ bardzo
uzyteczne. Prositabym mgr Gtadysza o przedyskutowanie w trakcie obrony takiej aranzacji syntezy bloku
alkinowego.

Przygotowanie bloku azydowego przebieglo prosciej, chociaz wymagato duzej precyzji w jego
oczyszczaniu. Nastgpnie oba bloki budulcowe zostaly przeksztalcone w odpowiednie analogi
acyklicznych nukleozydéw. Kandydat otrzymat acykliczne analogi adenozyny zaréwno dla bloku
alkinowego i azydowego oraz analog tymidynowy dla bloku azydowego. Czy kandydat moze wyjasnic,
dlaczego synteza innych acyklicznych analogéw stwarzata tak duze trudno$ci?

W toku badan mgr Gtadysz wybrat 8 zsyntetyzowanych analogéw nukleozydéw i nukleotydéow do
przetestowania ich potencjalnych wiasciwosci przeciwnowotworowych w  liniach komoérkowych.
Prositabym kandydata o przedstawienie kryteriéw wyboru zwiazkéw do badar.

Kolejnym istotnym etapem syntezy bylo sprzeganie odpowiednich blokéw alkinowych i
azydowych metoda ,,click”. W ten sposéb mgr Gladysz otrzymat dwa rodzaje acyklicznych dimer6éw typu
AT i AA, ktére zawieraty ,.internukleotydowe” wigzanie triazolowe. Te ostatnie pochodne dziataniem
chlorofosfiny zostaty przeksztalcone w odpowiednie dimeryczne amidofosforyny gotowe do uzycia w
syntezie oligonukleotydéw metoda amidofosforynowa na podlozu staty. Zastanawiajace jest, dlaczego

grupa aminowa pochodnej adenozyny w acyklicznych dimerach 65 i 66 nie byta blokowana grupg



ochronna. Zostato opisane w literaturze, ze synteza nukleozydéw z nieblokowanymi grupami aminowymi
Jest mozliwa, ale wymaga specjalnych warunkéw. W tym miejscu nalezy wspomnieé klasyczna
publikacj¢ Gryznova i Letsingera z 1991 (JACS, 113, 5876, 1991) czy nowsze doniesienia Hayakawy
(JACS, 120, 12395, 1998) i Sekine (JACS, 126, 10884, 2004). W przygotowaniu odpowiednich
amidofosforynéw i syntezy oligonukleotydéw z wolnymi grupami aminowymi istotnym bylo uzycie
odpowiednich aktywatoréw na obu etapach. Prositabym mgr Gladysza o komentarz na ten temat podczas
obrony pracy doktorskiej.

Tak przegotowane amidofosforyny acyklicznych dimeréw AA i AT zostaly uzyte do syntezy
oligonukleotydéw. Odpowiednie bloki dimeryczne zostaty wprowadzone w pozycje $rodkowe i 5°-
terminalne modelowych oligonukleotydéw, ktére po sparowaniu si¢ z komplementarnym
oligonukleotydem tworzyty modelowe dupleksy DNA. Podczas syntezy oligonukleotydéw metoda
amidofosforynowa na podtozu stalym kandydat obserwowat wyrazny spadek wydajnosci kondensacii,
gdy wprowadzat do oligonukleotydu modyfikowany acykliczny i dimeryczny amidofosforyn.
Interesujagcym byloby ustysze¢ opinig¢ kandydata, co byto przyczyna spadku wydajnosci. Czy wynikato to
z braku blokady grupy aminowej adenozyny, czy zawady przestrzennej dimerycznego amidofosforynu,
czy z warunkow kondensacji (za krétki czas, nie optymalny aktywator), czy jeszcze z jaki§ innych
powoddow?

W sumie mgr Gladysz otrzymat cztery 12-nukleotydowe oligonukleotydy, ktére postuzyly do
przygotowania czterech modelowych duplekséw DNA. W dwéch z nich acykliczny dimer AA ulokowany
byt w Srodku a w dwéch w 5’-terminalnej pozycji dupleksu. To samo dotyczylo duplekséw DNA
zawierajacych analogi dimeru AT. Oprécz modyfikowanych duplekséw przygotowat takze ich
niemodyfikowane izosekwencyjne analogi, ktére byly dupleksami referencyjnymi. Wszystkie one
postuzyly do badania wptywu acyklicznych triazolowych analogéw na trwato$¢ termodynamiczna
dupleksow. Badania termodynamiczne zostaly przeprowadzone zgodnie z ogélnymi regutami, metoda
topnienia UV (UV-metling method). W tej czesci rozprawy zabraklo recenzentowi tabeli z pelnymi
parametrami trwatosci termodynamicznej badanych dupleksow, ktére kandytat na pewno posiada. W
dyskusji kilka razy wymieniana jest entalpia cho¢ pewnie chodzito o energie swobodna. Analiza
krzywych topnienia prowadzona byta dwoma sposobami a zgodnosé uzyskanych wynikéw $wiadczy, ze
proces topnienia duplekséw przebiegat w sposéb dwustanowy. Jedli analogi acykliczno-triazolowe
ulokowane byly w pozycji 5’-terminalnej dupleksu to powodowaty one nieznaczne obnizenie jego
trwatosci termodynamicznej a zmiana energii swobodnej dupleksu byta rzedu 0.7-1 keal/mol. Gdy jednak
dimer acykliczno-triazolowy umiejscowiony byt w $rodku dupleksu DNA spadek trwatoéci dupleksu byt

bardzo znaczacy a energia swobodna zmieniata sie o 5-6 kcal/mol.



Ze strukturalnego i termodynamicznego punktu widzenia mozna byto oczekiwaé takich wynikéw.
llos¢ wigzan w analogu triazolowym byta podobna jak w naturalnym wigzaniu fosfodiestrowym, jednak
geometria obu wigzan internukleotydowych jest catkowicie inna. Znane s3 w chemii oligonukleotydéw
kwasy LNA (Locked Nucleic Acids) i UNA (Unlocked Nucleic Acids), w ktérym usztywnienie lub
rozluznienie struktury wigzania diestrowego sprawia, ze ich wptyw na trwato$¢ termodynamiczng RNA i
DNA  duplekséw jest olbrzymi. Jesli oligonukleotydy maja formowaé stabilne termodynamicznie
dupleksy to tworzace je jednoniciowe sktadniki musza by¢ wstepnie podobnie ustrukturalizowane, jak w
tworzonym dupleksie.

W koficowych fragmentach swojej rozprawy doktorskiej mgr Gtadysz przedstawia szczegdtowe
informacje eksperymentalne o prowadzonych badaniach i zestawia prace literaturowe, z ktérych korzystat

podczas wykonywania dysertacji.

W przedstawionej do oceny pracy doktorskiej mgr Gtadysz podejmuje bardzo trudny, ale bardzo
innowacyjny w swym zamysle temat badan. Intencjg autora byto otrzymanie i badanie takich analogdéw
nukleotydowych, ktére wprowadzone do dupleksu poprawiatyby zdolno$¢ wigzania sie do
komplementarnej nici, ale réwniez taki oligonukleotyd bytby odporny na hydrolize chemiczng i
enzymatyczng w medium komoérkowym. Jest to szczegblnie wazne, gdy mysli sie o zastosowaniu tak
modyfikowanych oligonukleotydéw do wyciszania okreslonych genéw czy innych badan in vivo.

Praca napisana jest poprawnie, chociaz autor mégiby w kilku miejscach ja zmodyfikowaé i
udoskonali¢. Szkoda, ze opisujgc prowadzone reakcje w dyskusji wynikéw nie podaje ich wydajnosci, bo
datoby to dodatkowe informacje o przebiegu reakcji i prawidtowosci wybranego sposobu syntezy.
Uwazam, ze wszystkie tabele, schematy i rysunki powinny byé réwniez opisane z nazwy. Podczas
dyskusji wynikow wiasnych badan autor do$¢ rzadko odwotuje si¢ do wynikéw podobnych prac
opisanych w literaturze. Nie zgadzam si¢ z pierwszym zdaniem rozprawy doktorskiej, ze ,,zycie zapisane
Jest genach”. W genach zapisana jest informacja genetyczna i zastanawia mnie, co autor rozumie pod
pojeciem ,,zycie”? Zdaza sig, ze kandydat zbyt ogélnie opisuje podstawowe procesy biologiczne przez co

zbliza si¢ w swych sformutowaniach do okreslen popularnonaukowych i mato precyzyjnych.

Reasumujgc, uwazam, ze jest to ciekawa i wartosciowa praca doktorska, ktéra wnosi duzo
informacji o chemii bioorganicznej i termodynamice kwaséw nukleinowych. Pragne stwierdzié, ze
przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Michata Gladysza spetnia calkowicie wymogi merytoryczne

i formalne stawiane pracom doktorskim i wnosze¢ do Rady Naukowej Wydziatu Chemii Uniwersytetu im.



Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Michata Gladysza do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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