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RECENZJA

pracy doktorskiej mgr Matgorzaty Natalii Pieszko pt. ,,Synteza i charakterystyka
triazolowych ligandow regulatorowych struktur RNA wirusa HIV-1”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Malgorzaty Natalii Pieszko pt. ,,Synteza i
charakterystyka triazolowych ligandow regulatorowych struktur RNA wirusa HIV-1" zostata
wykonana w Katedrze Biochemii Molekularnej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego
pod kierunkiem dr hab. Piotra Muchy, prof. UG. Praca jest zredagowana w sposéb przyjety
dla rozpraw doktorskich (liczy 187 stron) i sklada si¢ z rozdzialéw (poprzedzonych wykazem
stosowanych skrétéw i symboli), w ktérych Autorka opisuje przeglad literaturowy (str. 13-
47), badania wlasne (str. 48-171), w tym cel pracy (str. 51-53), plan pracy (str. 54) oraz
podsumowanie i wnioski (str. 165-171). Praca zakonczona jest wykazem literatury cytowanej
obejmujacym 149 pozycji, zawiera 136 rysunk6éw i 23 tabele. W tym ukladzie redakcyjnym
brakuje streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim. Do rozprawy dotaczony zostat
dorobek naukowy Doktorantki obejmujacy publikacje i komunikaty konferencyjne oraz ptyta
CD zawierajaca widma masowe, widma 'H NMR, "C NMR otrzymanych zwiazkéw i
strukture krystalograficzng zsyntezowanego estru fert-butylowego kwasu 5-bromo-1-(2-
etyloftalimido)-1H-1,2,3-triazolo-4-octowego (5Br-1,4-TzIAA). Podobala mi si¢ trafna
sentencja zacytowana na poczatku pracy ,,Teoria i praktyka to jednos¢, jak ciato i dusza, i jak
cialo i dusza sa najczesciej sktocone ze soba” Marie von Ebner-Eschenbach.

W czesci literaturowej (34 strony) Doktorantka bardzo starannie od strony edytorskiej,
poprawnym jezykiem opisata modyfikacje kwaséw nukleinowych: zasady azotowej (zasady
pirymidynowe, zasady purynowe, substytuty naturalnie wystepujacych zasad azotowych);
pierscienia cukrowego (w pozycji C2°, C3’°, C4’ i C5°, zastgpienie atomu tlenu w pierscieniu

cukrowym innym atomem, kwas ksenonukleinowy); wigzania internukleotydowe
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(podstawienie atomu tlenu atomem siarki, grupa aminowa, borowodorem, grupa metylowa);
szkieletu fosforanowo-cukrowego (peptydowe kwasy nukleinowe, kwasy morfolino-
nukleinowe, kwasy nukleinowe oparte na szkielecie 4-aminoproliny) oraz reakcje ,.click
chemistry” katalizowana jonami miedzi(I) czy jonami rutenu(Il) cykloaddycj¢ Huisgena
azydkow organicznych i terminalnych alkinow (prezentujac mechanizmy reakcji). Dlaczego
tej reakcji ulegajq tylko terminalne alkiny?

Omowila réwniez zastosowanie reakcji ,.click chemistry” w chemii kwaséw nukleinowych
oraz w syntezie zwigzkow biologicznie czynnych.

W ostatniej dekadzie znaczenie reakcji ,.click chemistry” w badaniach naukowych znacznie
wzrosto o czym $wiadczy duza liczba publikacji oryginalnych i przegladowych pojawiajacych
co roku na ten temat. Literatura donosi, ze dzigki niej, jesteSmy w stanie w szybki i prosty
sposob otrzymaé wiele nowych i ciekawych zwiazkow, przyktadem sa reakcje cykloaddycji
majace szerokie zastosowanie w chemii nukleotydow.

W opisie badan eksperymentalnych Doktorantka przedstawila wiasne opracowania
syntez analogébw zawierajacych uklad triazolowy. Doktorantka w ramach pracy doktorskiej:
otrzymata pochodne zasad nukleinowych oraz ester tert-butylowy kwasu 5-(N-ftalimido)pent-
3-ynowego, ktére wykorzystala jako substraty do reakcji ,.click chemistry™; zaprojektowata i
otrzymata: 6 monomerow triazolowych kwaséw nukleinowych (TKN) - 2 monomery w
reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena, katalizowanej kompleksem rutenu(Il) (TKN1) i
4 monomery rowniez w reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena, katalizowanej jonami
miedzi(I) (TKN2); 3 fragmenty triazolowych kwasow nukleinowych zbudowanych z
monomeréw TKN2 komplementarne do regulatorowych struktur RNA wirusa HIV-1; 6
triazolowych pochodnych aminokwaséw (TzlAA) oraz ich krotkie fragmenty; dendrymer
zawierajacy 3 reszty guaniny oparty na tripropargiloaminie; scharakteryzowata oddzialywania
otrzymanych fragmentéw TKN2 i (TzIAA)3;-NH; ze strukturg regulatorowa HIV-1 znajdujaca
sie na 5’-koncu mRNA wiazaca biatko regulatorowe wirusa HIV-1 aktywujace transkrypcije
(Tat) (TAR RNA) oraz niemodyfikowang domena antykodonu ludzkiego tRNAM™* (ASLK)
za pomocg elektroforezy kapilarnej, dichroizmu kolowego (CD) i spektroskopii
fluorescencyjnej; oznaczyla struktury 17 zwiazkéw za pomoca widm 'H-NMR i “C-NMR
oraz strukture krystalograficzng 5Br-TzIAA.

Przeprowadzone i opisane w pracy eksperymenty poszerzaja stan wiedzy i wnoszg istotny
wklad w poszukiwanie nowych inhibitorow zawierajacych uklady triazolowe stosowane w
terapii do zahamowania replikacji wirusa HIV-1 (ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci).

Nalezy on do wiruséw z rodzaju lentiwiruséw, z rodziny retrowirusow i atakuje giownie
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pomocnicze limfocyty T wywolujac AIDS. W pierwszym etapie prac Doktorantka
przeprowadzita syntez¢ N-alkilowych i N-alkinowych pochodnych nukleozasad (Tabela 7, str.
91): tyminy (5 pochodnych), cytozyny (7 pochodnych), adeniny (5 pochodnych), 2-amino-6-
chloropuryny (3 pochodne) i guaniny (3 pochodne) w sumie otrzymata 23 pochodne. W
pierwszym etapie uzyskala halogenopochodne nukleozasad, nastgpnie atom halogenu
podstawiata ugrupowaniem azydkowym stosujac 3-krotny molowy nadmiar azydku sodu
wzgledem nukleozasady. Wykorzystala rowniez reakcje Mitsunobu w syntezie alkilowych
pochodnych tyminy (Tabela 5, str. 68) oraz ! N-(p-toluenosulfonylo)imidazol do N-
alkilowania zasad azotowych przy uzyciu alkoholi w obecnosci K2CO3 i trietyloaminy w
bezwodnym DMF (Tabela 6, str. 70) jednak bez sukcesu. Prosze o racjonalne wyttumaczenie
przebiegu tych reakcji. Na Rys. 69 (str. 84) przedstawiono reakcjg otrzymywania 2-amino-6-
chloro-N’-(2-propynylo)puryny. Brakuje jednak wyjasnienia regioselektywnosci tej reakcji.
Kolejny krok to synteza pochodnych kwasu 5-aminopent-3-ynowego czyli N-(2-
propynylo)ftalimidu i estru fert-butylowego kwasu 5-(N-ftalimido)pent-3-ynowego, ktorych
charakterystyka fizykochemiczna zostata zawarta w Tabeli 8 (str. 96), a w Tabeli 9 (str. 98)
zamieszczono pozostale proby otrzymywania pochodnych kwasu 5-aminopent-3-ynowego
zakonczone niepowodzeniem. Warto podkresli¢, ze reakcje wrazliwe na wilgo¢ i tlen
Doktorantka prowadzita w zaprojektowanych przez siebie komorach do pracy w atmosferze
gazu obojetnego (na str. 97 pokazane s3 ich zdjecia). Otrzymano takze N-(2-
azydoetylo)ftalimid i ester tert-butylowy kwasu 3-bromoprop-2-ynowego pozostate substraty
w reakcji ,click” (Tabela 10, str. 102 prezentuje charakterystyke fizykochemiczng
otrzymanych pochodnych). Kolejny etap prac eksperymentalnych to synteza monomerow
triazolowych kwasow nukleinowych. Doktorantka zoptymalizowala reakcje 1,3-dipolarnej
cykloaddycji Huisgena katalizowanej kompleksem rutenu(Il) w celu otrzymania dwoéch
monomeréw TKN1 z wykorzystaniem azydkowych pochodnych adeniny i guaniny jednak z
bardzo stabymi wydajno$ciami (5% i 2,4%) (Tabela 13, str. 108). W przypadku azydkowych
pochodnych tyminy i cytozyny Doktorantka nie otrzymata oczekiwanych produktow.
Dlaczego? Synteza TKN2 w 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena katalizowanej jonami
miedzi(I), w ktorej uzyto alkinowych pochodnych nukleozasad oraz Fmoc-
azydohomoalaning, a jony miedzi byly generowane in situ z siarczanu miedzi w obecnosci
czynnika redukujacego askorbinianu sodu pozwolita otrzyma¢ 4 monomery TKN2, ich
struktury prezentuje Rys. 94 (str. 111), a charakterystyke fizykochemiczna Tabela 15 (str.
115). Otrzymano réwniez fragmenty TKN2 na noéniku statym (Tabela 16, str. 120).
Sprawdzono czy trimer homopolimerowy AAA-NH; (TKN2) mozna otrzyma¢ wykorzystujac
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katalizowana Cul reakcje ,.click” prowadzona na zywicy oraz w roztworze (str. 120-123)
konkludujac, ze opracowana procedura na zywicy pozwala na otrzymanie TKN zbudowanych
z takich samych monomeréw w szybki i prosty sposob. Doktorantka otrzymata 1.4-
dipodstawione 1,2,3-triazolowe monomery aminokwasow stosujac: kwas azydooctowy i N-
Boc-prop-2-ynyloaming oraz N-2-(azydoetylo)ftalimid i kwas prop-2-ynowy w obecnosci
jonow miedzi(I) jako katalizatora (Tabela 18, str. 128). Do syntezy 1,5-dipodstawionego oraz
1,4,5-tripodstawionego 1,2,3-triazolowego monomeru aminokwasowego uzyla N-(2-
azydoetylo)ftalimidu i kwasu prop-2-ynowego oraz N-(2-azydoetylo)ftalimidu i estru fert-
butylowego kwasu 3-bromoprop-2-ynowego w obecnosci jonéw rutenu(Il) jako katalizatora,
co sugeruje opis w tekscie, a nie podany schemat reakeji (Rys. 106, str. 129), otrzymujac dwa
monomery (Tabela 20, str. 133). Prosz¢ o wyjasnienie reakcji podanej na str. 129 porownujgc
ja z reakcjq na str. 124 (Rys. 102). Ciekawym fragmentem pracy bylo otrzymanie dwoch
regioizomerow 1-Phth-1,4-TzZIAA i 1-Phth-1,5-TZIAA (1-ftalimido-l,5-(1,2,3-triazolo)
aminokwasow, str. 133-135) w celu oceny wplywu podstawnika 5-bromo na bioaktywnos¢
pierscienia  triazolowego. Biorac pod uwage talidomid, pochodng kwasu o-N-
ftalimidoglutarimidowego, lek uspokajajacy i przeciwbolowy wprowadzony do uzytku w Il
potowie XX w, ktory okazat sie czynnikiem teratogennym (drugi stereoizomer (S)-talidomid
pojawil si¢ podczas produkeji leku w wyniku racemizacji) zbadano cytotoksycznosc i
aktywnos¢ proliferacyjna in vitro otrzymanych pochodnych. Badania zostaly wykonane w
GUMed w Zakladzie Immunologii Klinicznej i Transplantologii przez dr hab. Michata Pikul¢
oraz mgr Adriang Schumacher na dwoch liniach komoérkowych: nienowotworogenne;,
unieémiertelnionej linii komorkowej keratynocytow cztowieka (HaCaT) oraz fibroblastow
skory (46BR.1N). Okazalo sig, ze badane pochodne nie sa toksyczne, nie wywolujg rowniez
efektu proliferacyjnego w komorkach badanych linii i zdaniem Doktorantki moga by¢
stosowane jako struktury wiodace lub peptydomimetyczne w zwiazkach o potencjalnych
wlhasciwosciach przeciwwirusowych. Jakie byly racjonalne przestanki do wyboru takich linii
komorkowych?

Synteze trimerow TzIAA [Fmoc-(1,4-TzIAA)3-NH>, (1,4-TzIAA)-NH;] Czy to jest
poprawny zapis? Dlaczego NH; wiqzania amidowego zostato wyszczegolnione i pisane jest
kursywq? przeprowadzono na noéniku statym z zastosowaniem procedury Fmoc (Rys. 112,
str. 137) oraz Boc-(1,4-TzIAA)3-OH  (Rys. 113, str. 139). Ich charakterystyke
fizykochemiczng podano w Tabeli 21 (str. 142).

Proby otrzymania dtuzszych fragmentow TzIAA (4, 5 lub 6 monomerow) nie powiodty sig.
Jak mozna to wytlumaczyé, czy Doktorantka ma to swdj poglad?
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Kolejny etap to synteza tris-[(l-etylo-N9 -guanozylo-lH—l,2,3-triazol—4-ilo)metylo]aminy
z N’-(2-azydoetylo)guaniny i tripropargiloaminy w reakcji ..click” katalizowane] jonami
miedzi(Il). Otrzymano trzy glowne produkty reakcji: docelowa tripodstawiong pochodna
tripropargiloaminy oraz jej mono- i dipodstawiona pochodna, ktore Doktorantka poddata
ponownie reakcji  z N’-(2-azydoetylo)guaning  podnoszac wydajno$¢  docelowej
tripodstawionej pochodnej. Zsyntezowany zwiazek, zdaniem Doktorantki, ma postuzy¢ jako
ligand do badania oddziatywan z fragmentami kwasow nukleinowych bogatych w reszty
guaniny i cytozyny. Dlaczego wiasnie taka pochodna zostala zaprojektowana?

Ostatnim zaprezentowanym etapem badan byla analiza oddziatywan otrzymanych

fragmentow TKN2 i (TzIAA)3-NH; z regulatorowymi strukturami RNA wirusa HIV-1 za
pomoca elektroforezy kapilarnej, ~ dichroizmu kotowego (CD) i spektroskopii
fluorescencyjnej. Doktorantka zaznaczyla, ze maja one charakter badan wstepnych, ktorych
celem bylo okreslenie warunkow jakie musi spetni¢ triazolowy ligand aby mogt specyficznie
rozpoznawac i wigzac si¢ z komplementarng sekwencja kwaséw nukleinowych kluczowych w
replikacji wirusa HIV-1. W badaniach z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej nie
zaobserwowano tworzenia si¢ kompleksu TAR-ligand oraz ASLK-ligand. Doktorantka
thumaczyla to stabymi wiazaniami wodorowymi i planowaniem w kolejnych projektowanych
strukturach ligandéw zawierajacych lizyne i argining. Dlaczego takie ligandy, prosz¢ o
glebszq analize?
7 analizy krzywych CD wynika, ze ASLK jest znacznie mniej stabilny w poréwnaniu do
struktur TAR. Natywna struktura TAR UCU jest mniej stabilna niz mutant TAR UUU.
Najwickszy wzrost stabilnosci Doktorantka zaobserwowata dla oddziatywan TCCCAG-NH; z
TAR UCU, za$ spadek dla oddziatywan AAA-NH, oraz (TzIAA);-NH; z TAR UUU. Badania
7 zastosowaniem spektrofluorymetrii wykazaly, ze poza wigzaniami wodorowymi oraz
potencjalnymi  efektami asocjacji warstwowej pomigdzy resztami 1,2,3-triazoli i
nukleozasadami rowniez czynniki steryczne maja udziat w wiazaniu sig ze struktura TAR.

Nalezy podkresli¢, ze obszar w ktorym porusza si¢ Doktorantka stanowi skomplikowany
material badawczy wynikajacy z jednej strony trudnej chemii cukrow czy zwiazkow
heterocyklicznych oraz wykonywania duzej ilosci pracochtonnych i czasochtonnych
eksperymentow syntetycznych, z drugiej zaé konieczno$cia opracowania sposobu
oczyszczania otrzymanych nowych zwiazkéw by spetniaty one kryteria czystosci niezbedne
do wykonania badan strukturalnych oraz biologicznych. Stopieni opanowania przez mgr
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na fazie stalej oraz wiedza z zakresu analizy i interpretacji wynikéw umozliwily jej w petni
realizacje zatozonych celow badawczych.

Kilka uwag ogdlnych:

- przyjete jest, ze N-, O-, H-, m-, t- piszemy kursywa;

- w podanych nazwach zwiazkéw lokanty atomu azotu powinny by¢ napisane w indeksie

gérnym, dotyczy to calej rozprawy; Czy zapis stosowany przez Doktorantkg jest poprawny?;

mam watpliwosci co do poprawnosci nazw zwigzkéw podanych na str. 11311145

wydajno$¢ zazwyczaj podajemy do jednego miejsca po przecinku;

w nazwach zwiazkow nie stosujemy myslnika jezeli nie ma podanego lokantu;

skroty zamieszczone w wykazie nie powinny by¢ ponownie wyjasniane w tekscie;

,odparowalam” — zargon laboratoryjny, powinno by¢ ,oddestylowalam na wyparce

rotacyjnej”.

Pani Matgorzata Pieszko jest wspotautorka 2 publikacji z listy filadelfijskiej (J. Pept.
Sci., Prot. Pept. Lett), 54 abstraktow konferencyjnych oraz 3 publikacji popularno-
naukowych.

Reasumujac, stwierdzam, ze przediozona do recenzji praca zawiera elementy nowosci
oraz odpowiedni dorobek naukowy a tym samym spelnia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim wynikajace z ,,Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dz.U. z 14 marca 2003 r. Nr 65, poz. 595) i wnioskuj¢
do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Matgorzaty
Natalii Pieszko do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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