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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr MALGORZATY NATALII PIESZKO

pt. ,,Synteza i charakterystyka triazolowych ligandow regulatorowych
struktur RNA wirusa HIV-1”"

Pomimo wielu lat badan i znacznego postepu w tej dziedzinie, jak dotychczas nie udato sig
otrzymac szczepionki czy w peini skutecznego leku na zakazenie wirusem HIV-1. Obserwowane
,wyciszenie" problemu HIV i AIDS na s$wiecie wynika raczej ze wzrastajgcej Swiadomosci
spoteczenstw, zwtaszcza rozwinietych, na temat sposobu zapobiegania zakazeniu czy spowalniania
rozwoju choroby niz jej leczenia. W krajach nizej rozwinietych, np. afrykanskich problem jednak
istnieje i nie daje sie tatwo opanowac. Oddzielnym zagadnieniem jest tez duza zmienno$S¢ genetyczna
samego wirusa i wystepowanie wielu jego wariantéw, co nie utatwia planowania i prowadzenia
skutecznej terapii. Dlatego tez wszelkie prace majace na celu poszukiwania nowych lekow, ktore
moglyby wzbogacié baze juz istniejaca dajac nowa nadzieje osobom zakazonym, sg jak najbardziej

godne zauwazenia. Zaliczy¢ do nich mozna rozprawe doktorskg mgr Matgorzaty Pieszko.

Zostata ona wykonana na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdarnskiego pod opieka naukowa dr hab.
Piotra Muchy, prof. UG, od lat zwigzanego naukowo z tematykg wirusa HIV-1, a w szczegodlnosci z
biatkiem Tat, odgrywajacym kluczowg role w procesie replikacji. Praca doktorska mgr Pieszko,
skoncentrowana na poszukiwaniu nowych zwiazkéw zdolnych do oddziatywania i modyfikowania
kluczowych w procesie namnazania sie wirusa HIV-1 struktur regulatorowych, wpisuje si¢ bardzo

dobrze w nurt poszukiwania nowych terapeutykow z grupy inhibitoréw replikacji wirusa.

Praca ma ukiad klasyczny. Otwiera jg bardzo szczegotowy spis skrétow, symboli i oznaczen, po
ktérym nastepuje przeglad literaturowy. Jest on do$¢ krétki w stosunku do catej objetosci pracy,
zawarty jest bowiem na 33 stronach druku. Cata praca, wraz ze spisami rysunkow, tabel i literaturg
liczy stron 187, a mogtaby wigcej, poniewaz cze$¢ danych dotgczono do rozprawy w postaci plikow na
plycie CD. 122 strony poswigcone czesci eksperymentalnej zdecydowanie wskazuja, na co

Doktorantka pofozyta gtéwny akcent podczas redagowania swojej pracy.
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Wspomniany wyzej przeglad literaturowy skfada sie z dwoch czesci. W pierwszej z nich Autorka
przedstawita w bardzo skondensowany sposob informacje na temat roznych sposoboéw i rodzajow
modyfikacji kwaséw nukleinowych, poswiecajac kolejno uwage poszczegolnym elementom budowy
tych biomolekut: zasadom azotowym, reszcie cukrowej czy wigzaniu miedzynukleotydowemu. Duza
czes¢ omawianych modyfikacji przedstawiona zostata w kontekscie ich wptywu na aktywnosc
biologiczng otrzymanych analogéw, co dobrze koresponduje z tematykg pracy wiasnej Doktorantki.
Pewien niedosyt zwigzany jest jedynie z tym, ze czes$¢ informacji pochodzi z dosy¢ starych
(kilkkunasto-, a nawet kilkudziesiecioletnich) zrodet. By¢ moze celem Autorki byto przedstawienie
samej ,klasyki’, jednak kilka nowinek mogtoby byc¢ jej ciekawym uzupetnieniem. Pokazatoby tez, ze
Doktorantka jest obeznana z najnowszg literaturg w tematyce jej badan.

Czes¢ druga poswiecona jest reakcji ,click” czyli podstawowemu narzedziu, jakie Doktorantka
zamierzata wykorzysta¢ do otrzymania zaplanowanych oligomeréw triazolowych. Réwniez i ten
fragment jest bardzo zwiezly, jednak tutaj ta oszczednosc¢ stowa i miejsca budzi nieco watpliwosci.
Zawarto w nim bowiem tylko podstawowe informacje na temat ogdlnego mechanizmu reakcji
cykloaddycji alkin-azydek (AAC) katalizowanej metalami przejsciowymi (miedz i ruten). Brakuje nieco
bardziej krytycznego przegladu literatury, zwtaszcza tej nowszej, co by¢ moze pozwolitoby unikngé
niektérych niepowodzen czy planowania eksperymentéw z goéry skazanych na niepowodzenie. Tym
bardziej, ze na podstawie tego fragmentu pracy, zwtaszcza przy podkresleniu na jego wstepie zalet
metody ,click” jak szybkos$c, tatwos¢ oczyszczania produktow, wysoka wydajnosc, stereoselektywnosc
— by wymieni¢ tylko te najbardziej pozadane przez kazdego chemika-syntetyka, recenzent spodziewa
sie raczej spektakularnych wynikéw pracy doktorantki. Niestety, jak refleksyjnie ujeta to Autorka -
Jrzeczywistos¢ weryfikuje taki poglad”, a teoria i praktyka to czasem dwa rézne wszechswiaty.

Wszechséwiaty te zderzyly sie w czesci doswiadczalnej. Doktorantka postawita przed sobg bardzo
ambitny plan syntetyczny. Postanowita zbudowac¢ swdj projekt od samych niemalze podstaw tzn.
opracowac¢ wydajng metode syntezy i otrzymac szereg pochodnych nukleozasad, zawierajgcych
podstawnik azydkowy lub propynylowy oraz komplementarnych do nich substratéw niezbednych do
przeprowadzenia reakcji syntezy pierscienia triazolowego z zastosowaniem metody “click”.
Nastepnym etapem byla weryfikacja zatozenia o uzytecznosci otrzymanych substratow w syntezie
dwéch rodzajow monomerdw triazolowych kwasow nukleinowych (TKN) w oparciu o reakcjg 1,3-
dipolarnej cykloaddycji Huisgena. Monomery te mialy by¢ nastepnie wykorzystane do otrzymania
krétkich fragmentéw analogéw kwaséw nukleinowych wykazujgcych komplementarno$¢ do struktur
regulatorowych RNA wirusa HIV-1. Doktorantka zaplanowata réwniez przeprowadzenie analiz
oddziatywania otrzymanych zwigzkéw z odpowiednimi fragmentami RNA wirusa za pomocg technik
spektroskopowych i elektroforetycznych. Tu wiasciwie mozna by postawi¢ kropke, poniewaz
przedstawiony przez mgr Pieszko plan jest logiczny i zamyka sie w sp6jng catos¢. Doktorantka
postanowita jednak ambitnie jeszcze rozszerzy¢ zakres swojego projektu o synteze trzech analogow

aminokwaséw zwierajacych w szkielecie czgsteczki pierscien triazolowy (TzlAA). Tu mata uwaga -
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stosowanie nazwy ,triazolowe pochodne aminokwaséw” moze by¢ nieco mylace poniewaz kaze
oczekiwac pochodnej a- albo moze co najwyzej B-aminokwasu z ugrupowaniem triazolowym w funkgji
tancucha bocznego, Tymczasem otrzymane zwigzki sg na tej samej zasadzie aminokwasami jak jest

nimi kwas aminofenylooctowy czy (aminometylo)fenylooctowy. Rozumiem, ze zastosowano tu pewne

uproszczenie poniewaz zwigzki wykazujg witasciwosci charakterystyczne dla aminokwaséw
(zwlaszcza reaktywnos¢ grupy aminowej i karboksylowej), a w dodatku Doktorantka zastosowata je
pozniej do otrzymania oligomerow TKN w warunkach syntezy na nosniku statym, charakterystycznych
dla klasycznej syntezy peptydéw z uzyciem klasycznych aminokwaséw. Jakby tego byto mato mgr
Pieszko postanowita rowniez otrzymac za pomocg metody ,click” maty dendrymer oparty na szkielecie
triazolowym z podstawnikiem guaninowym jako potencjalny inhibitor struktur regulatorowych wirusa
HIV-1. Zaplanowane zadania badawcze byly imponujgce i zdecydowang wigkszos¢ z nich udato sie
Doktorantce zrealizowa¢. Sukcesem zakonczyta sie m.in. synteza wigkszosci zaplanowanych
substratow ,click”. Co ciekawe, zasada ,brzytwy Ockhama” sprawdza sie réwniez w syntezie
organicznej, poniewaz najlepsze efekty osiggnieto przy zastosowaniu prostych procedur z portfolio
chemii organicznej — reakcji N-alkilowania za pomocg dihalogenoalkanu w obecnosci zasady (K,CO;
czy NaH) a nastepnie substytucji nukleofilowej atomu halogenu grupg azydkowa, czy N-alkilowania za
pomocg 3-bromoprop-1-ynu. Proby zastosowania bardziej wyrafinowanych substratow i metod
zawiodty. Opisy wszystkich syntez podane sg w sposob bardzo szczegdtowy i przedstawione jak
osiggniecie wtasne Doktorantki, tymczasem czes¢ z nich jest powtdrzeniem lub modyfikacjg syntez juz
opisanych. W opisach czy dyskusji brakuje wyraznego zaznaczenia, ktore syntezy zostaty oryginalnie
opracowane przez Doktorantke, a ktére sg adaptacjg czy powtérzeniami procedur literaturowych.
Sama szczegdtowos$c opiséw syntez i procedur, a szczegolnie ich powtarzalnosé¢, jest nieco nuzaca.
W przypadku syntezy wielu analogéw w oparciu o podobny schemat, a z takim mamy tu do czynienia,
mozna zaproponowac tzw. ogélny tok syntezy a réznice wykaza¢ w podsumowaniu danego cyklu w
formie np. tabeli. Zabieg taki stosuje sie czesto publikacjach, a i sama Autorka zastosowata go w
dalszej czesci pracy przy opisie pochodnych triazolowych. Przyniostoby to zdecydowang oszczednosé

W zuzyciu papieru oraz czasu czytelnika, nie umniejszajgc bynajmniej naktadu pracy Autorki.

Zderzanie teorii z rzeczywisto$cig nastgpito podczas realizacji kluczowego etapu projektu czyli
syntezy monomerow triazolowych kwasow nukleinowych w oparciu o reakcje ,click”. Juz etap
optymalizacji jej warunkéw okazat sie bardzo rozczarowujgcy, poniewaz — pomimo wielu modyfikacji —
Doktorantce nie udato sie otrzymac z satysfakcjonujgcg wydajno$cia monomerdw z grupy okreslonej
jako TKN1 (reakcja miedzy azydkowg pochodng nukleozasady i kwasem 5-aminopen-3-ynowym w
obecnosci jondw rutenu). Niepowodzenie tlumaczy giéwnie przeszkodami natury sterycznej
(,sttoczenie steryczne”) niewiele uwagi natomiast po$wigca czynnikom elektronowym. Czy - analizujgc
strukture zaplanowanych substratow i mechanizm reakcji - nie mozna byto spodziewac sig takiego
wyniku? Czy optymalizowano warunki syntezy poprzez np. zmiane kolejnosci dodawania reagentow?

Dlaczego najpierw dodawano katalizator?
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Zdecydowanie lepszymi wynikami zakoriczyta sie synteza monomerdw z drugiej grupy tzn. TKN2,
ktére otrzymano z wydajnosciami na tyle wysokimi (najnizsza 69% dla czystego, jak zaktadam,
zwigzku poniewaz informacji takiej brakuje), ze mozliwe byto ich dalsze wykorzystanie w syntezie
polimeréw. Roéwniez ta cze$¢ projektu zakonczyta sie sukcesem, poniewaz Doktorantka otrzymata
zaplanowane fragmenty analogéw kwasow nukleinowych i mogta je poddac¢ dalszym badaniom. W
tym miejscu Recenzent chce powiedzie¢, ze ma ogromny zal do Doktorantki, ze tak ,po macoszemu”
potraktowata i nie rozwineta dalej tak interesujgcego projektu, jakim byta synteza homopolimerow
(trimeréw) TKN2 za posrednictwem reakcji ,click” na zywicy czy w roztworze ale na trimerze kwasu
azydohomoalaniny. Sama Autorka stwierdza, ze ,zastosowana procedura pozwala na otrzymanie
fragmentéw TKN2 zbudowanych z takich samych monomeréw w fatwy i szybki sposob. Ponadito,
prowadzac reakcje ,click” na Zywicy omijamy etap oczyszczania produktu reakcji z
nieprzereagowanego katalizatora (Cul oraz TBTA)". Mysle, ze Doktorantka nie docenita potencjatu
zwilaszcza drugiej $ciezki reakcji, ktéra potencjalnie pozwala réwniez na synteze hereropolimerow.
Réwniez wydajnosé produktu koricowego otrzymanego z zastosowaniem tej metody byta wyzsza niz
dla metody wybranej jako docelowa. By¢ moze mgr Pieszko nie zauwazyta tego gdyz popeinita btad
obliczajac te wydajno$¢. Wedtug mnie powinno by¢ to 58%, podczas gdy w pracy podane jest 29%.

Sukcesem zakonczyly sie réwniez pozostate zaplanowane syntezy oligomeréw zbudowanych z
triazolowych analogéw aminokwaséw (TzIAA). Zsyntezowane oligomery zostaly przez Doktorantke
zbadanie pod katem ich zdolnosci do hybrydyzacji do komplementarnych fragmentéw RNA wirusa
HIV-1 kluczowych w procesie jego replikacji.

Ta cze$é pracy budzi nieco watpliwosci i prowokuje do kilku pytan. Jako pierwszg z metod
weryfikacji wystepowania (lub nie) oddziatywari pomiedzy otrzymanymi zwigzkami a ich receptorami
zastosowano elektroforeze kapilarng. Na podstawie analizy wynikéw Doktorantka stwierdza, iz
obserwowala hybrydyzacje trimeru okreslanego jako AAA-NH; z nicig TAR UUU. Tworzacemu sig
kompleksowi przypisuje nawet czas retencji (ok. 5 min — przy okazji na jakiej podstawie przypisano ten
czas do kompleksu?). Dalej twierdzi jednak, ze obserwuje pojawianie sig¢ tego piku dopiero przy
wzroscie stezenia ligandu (trimeru) do wartosci 50-krotnosci stezenia komplementarnego RNA. Nie
obserwowata go natomiast przy proporcji 1:10 (RNA:ligand). W tych warunkach obserwowata ,jedynie
silng redukcje intensywnosci piku pochodzgcego od wolnego TAR UUU) i przesunigcie jego czasu
jego migracji (z ok. 6.5 min do ok. 5.7 min)” . Czym, jesli nie tworzeniem kompleksu ttumaczy zatem
Doktorantka te obserwacje? Jak mozna wyjasni¢ dalsze przesuwanie sig pikow na elektroforegramie i

zmiane ich ksztattu w miare wzrostu stezenia ligandu? Czy mozliwa jest inna interpretacja?

W dalszych eksperymentach — analizie oddziatywar: pomigdzy badanymi czgsteczkami za pomoca
dichroizmu kotowego — doktorantka wykorzystuje proporcje 1:10 do okreslenia wptywu ligandéw na
stabilnoé¢ termiczng fragmentéw RNA. Czy — wobec stwierdzonego wczesniej braku kompleksu w
tych warunkach — eksperyment ten ma znaczenie? Tym bardziej, ze obserwowane zmiany sa tak

subtelne, ze moga byé rozpatrywane w kategoriach btedu eksperymentalnego. Poza tym wydaje sie,
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ze Autorka ma pewien problem z wartosciowaniem tych zmian. Czasem zmiana eliptycznosci o 0.7
oznacza ,niewielki wzrost”, 0.3 to ,prawie niezauwazalna réznica”, 1 to ,niewiele” a 2 to juz ,wzrost
duzy” (znaczacy). Analiza danych nie utatwia niewielki rozmiar rysunkéw przedstawiajgcych widma
CD oraz ich czeste porozdzielanie na dwie sgsiadujgce strony. Czasem przeniesiona jest czesc
podpisu pod rysunkiem. Sg to btedy edycyjne, tatwe do wyeliminowania przy nieco innej redakcji tej
czesci rozprawy, np. przy wprowadzeniu podrozdziatéw dotyczacych poszczegdlnych uktadéw (np.
TAR UUU i AAA-NH;, TAR-UUU i TCCCAH-NH; itd.).

Pewien problem mam z roéwniez z eksperymentami, w ktorych mgr Pieszko analizuje
oddziatywania znakowanych fluoresceing fragmentow RNA z wybranymi ligandami. Doktorantka
twierdzi, iz mierzyta ,anizotropie fluorescencji” i na jej podstawie wyznaczata statg dysocjacji.
Tymczasem na przedstawionych rysunkach przedstawiona jest - wedlug mnie - zmiana
intensywnosci fluorescencji pod wptywem miareczkowania ligandem. Bardzo proszg o komentarz w
tej sprawie.

Chciatabym réwniez prosi¢ o rozwinigcie dyskusji na temat wptywu czynnikéw sterycznych, wigzan
wodorowych oraz oddziatywan elektrostatycznych na stabilno$¢ tworzonego kompleksu oraz to, jakie
znaczenie ma poréwnywanie dwoch ukifadéw réznigcych sie miejscem wigzania lub o nieznanym
miejscu wigzania (jak dla (TzIAAA)3)?

Pod wzgledem redakcyjnym rozprawa opracowana jest starannie. Napisana jest poprawnym,
zrozumiatym, ale jednoczes$nie fachowym jezykiem. Zdarzajg sie drobne lapsusy jezykowe wynikajace
gtéwnie ze stosowania zargonu laboratoryjnego, tzw. ,skrétéw” myslowych” czy zbyt dostownego
tlumaczenia tekstu z jezyka angielskiego, ich liczba nie jest jednak szczegdlnie duza, zwiaszcza
biorac pod uwage objetos¢ pracy. Z obowigzku recenzenta pozwolg sobie przytoczy¢ te z nich, ktore
najbardziej wptywaty na odbidr tekstu:

- ,modyfikacja nie wywoluje zawady przestrzennej” (czy nie wprowadza zawady przestrzenne;j?)
- str. 23 — posiadajg maty wptyw” — wywierajg niewielki / znikomy wptyw

- str. 27. ,zwiekszy¢ stabilnos¢ oligomeru na nukleazy” - czy wobec nukleaz?

- str.30. ,wysoce rozpuszczalne w wodzie" - zargon

- str.67. ,Dzieje sie tak, poniewaz amidy (a taki charakter wykazujg kwasne protony w zasadach
pirymidynowych) stanowig jedng z typowych grup NH-kwaséw stosowanych w tej reakcji”
(chodzi o reakcje Mitsunobu) — niezrozumiate

- str.105 - nazwy monomeréw TKN1 - Doktorantka stosuje konsekwentnie forme t-
butylu....octan. W nomenklaturze polskiej stosuje sig forme octan t-butylu.

- str.118 — ,czesciowa deprotekcja acetylu” — zargon! czy acetyl jest chroniony?
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- str.156 — ,Zmiany te skorelowane sg ze wzrostem Tm wartosci oznaczonej krzywej miekniecia
CD" - Krzywa migknigcia CD ma warto$¢ Tm? Co jest skorelowane z czym? Co to znaczy —
skorelowane? Co doktorantka rozumie przez skorelowane w tym kontekscie?

- str. 56. Opis kolumn chromatograficznych ,dr Maisch” jest niewystarczajgcy. Brakuje informacji

na temat rodzaju ziloza, wielkosci poréw itp. jak réwniez petnej nazwy kolumny (ReproSil
Pur???)

- str. 58. Nieprawidiowe odniesienie do Rys. 41. Czytelnik spodziewa sie chromatogramu HPLC a
dostaje bardzo uproszczony schemat reakcji. Podobnie jest z wiekszoscig schematéw
otwierajacych poszczegéline rozdziaty z opisem syntez. Ich zakotwiczenie w tekscie mogtoby
by¢ bardziej precyzyjne.

Poczynione wyzej uwagi krytyczne nie umniejszajg jednak pozytywnego odbioru rozprawy
doktorskiej mgr Maltgorzaty Pieszko. Doceni¢ nalezy przede wszystkim ogromng pracowitosé
Doktorantki i jej skrupulatnos¢. Mgr Pieszko przeprowadzita kilkadziesiat syntez w roztworze i na fazie
statej, oczyscita i scharakteryzowata otrzymane produkty. Duzg czeé¢ syntez przeprowadzita w skali
mikro, co jest duzym wyzwaniem i wymaga starannosci i dyscypliny pracy. Doktorantka wykazata sie
uporem w dazeniu do celu - pomimo wszystkich napotkanych po drodze niepowodzen, biegtoscig w
pracy laboratoryjnej, umiejgtnoscig planowania i prowadzenia kilkuetapowych eksperymentow. Dzieki
temu zrealizowata postawione przed sobg cele badawcze, a jej praca z pewnoscig przyczyni sie do
powigkszenia istniejgcego stanu wiedzy. Reasumujgc - stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji
rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Natalii Pieszko pt. , Synteza i charakterystyka triazolowych
ligandéw regulatorowych struktur RNA wirusa HIV-1” speinia wymogi stawiane pracom
doktorskim, okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr 164, poz.
1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228, z 2011 r. Nr 84, poz. 455, z 2014 r. poz. 1198) i
wnoszg do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdariskiego o dopuszczenie mgr Matgorzaty Pieszko
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Aneta Szymarnska



