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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

pt. ,Synteza i badania fizykochemiczne pochodnych 1,2-Bis(pirydylo)etylenu jako
potencjalnych, termowrazliwych znacznikéw fluorescencyjnych”,

wykonanej przez Panig magister Agnieszke Witkowska.

Podczas planowania Sciezki syntezy chemicznej pozgdanym jest by kazdy z etapéw byt
dobrze zdefiniowany, przebiegat selektywnie i mozliwie z najwyiszg wydajnoscig. Czesto
podczas syntezy reakcja zachodzi z udziatem jednej grupy funkcyjnej (typu grup), ktéra ulega
odpowiednim przeksztatceniom. Sytuacja bywa ztozona jeéli w danej czasteczce wystepuje
wigcej niz jedna grupa danego typu, ktéra potencjalnie mogtaby bra¢ udziat w reakcji
bedacej podstawa jednego z wielu zaplanowanych etapéw na écieice do upragnionego
produktu koricowego. Zbagatelizowanie tego problemu prowadzi¢ moze do otrzymania
mieszaniny podobnych do siebie produktéw. Izolowanie interesujgcej nas molekuty bytoby
w takim przypadku bardzo pracochtonne, kosztochtonne i znaczgco wptynetoby na obnizenie
catkowitej wydajnosci syntezy a w skrajnych przypadkach mogtoby okazaé sie niemozliwe.
Kolejnym aspektem, ktéry warto wzigé pod uwage podczas planowania syntezy jest
usuwanie grup ochronnych w sposéb selektywny, czyli taki ktéry dotyczy jednej grupy (typu)
i nie prowadzi do przedwczesnego pozbycia sie pozostatych. W celu zwiekszenia
prawdopodobieristwa osiggniecia zadowalajgcych rezultatéw danej syntezy stosuje sie
ortogonalne grupy ochronne, ktérych warunki usuwania s3 réine (swoiste dla danego
rodzaju grupy) i nie wptywajg na stabilnos¢ innych grup. Rozwigzanie to stosowane jest m.in.
w chemii peptydéw, gdzie na czasteczke sktada sie zwykle wiele reszt aminokwasowych
z reaktywnymi ugrupowaniami w tancuchach bocznych. W zaleznosci od rodzaju grupy
ochronnej moze by¢ ona usuwana za pomoca np. kwaséw, zasad, anionéw fluorkowych,
Swiatfa, czy tez podwyzszonej temperatury. Znaczniki nalezgce do ostatniej z wymienionych
grup stanowity podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej.

Termolabilne grupy ochronne (TGO) najczesciej stosowane s§ w automatycznej
syntezie kwasow nukleinowych do ochrony grupy fosforanowej. TGO zawierajace uktad
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2-pirydynylowy (2-Py TGO) zaréwno przed jak ipo odszczepieniu od chronionego
ugrupowania wykazujg fluorescencje. 2-Py TGO przytaczona do chronionego ugrupowania
ma budowe liniowa zas po odszczepieniu cykliczng, co wigze sie ze zmianami fluorescencji
(widma emisyjnego) i moze by¢ w tatwy sposéb wykorzystane do ich detekcji. Poza aspektem
syntezy chemicznej nie bez znaczenia jest fakt, ze owe grupy ochronne stanowig forme
znacznika fluorescencyjnego, ktdre znajdujg szerokie zastosowanie w chemii kwasow
nukleinowych, biologii i medycynie. Celem pracy byto opracowanie nowych TGO bedacych
analogami 1,2-bis(pirydylo)etylenu, wyznaczenia ich parametréw fizykochemicznych oraz
okreslenie warunkow przytaczania i odszczepiania od modelowego oligonukleotydu.

Praca doktorska Pani mgr Agnieszki Witkowskiej sktada sie z 229 stron, w tym
streszczenia w jezyku angielskim, spisu tresci, wykazu stosowanych skrétéw, 68 rysunkéw,
49 schematdw, 27 wykreséw oraz 20 tabel. Praca zostata podzielona na wstep, opis dorobku
naukowego, opis celu i zakresu pracy, czes¢ literaturowa, badania wiasne i dyskusje
wynikow, czg$¢ eksperymentalng, opis najwazniejszych wynikéw oraz bibliografie.

Tematyka pracy wpisuje si¢ w wieloletnie badania nad termolabilnymi grupami
ochronnym prowadzone w ramach dziatalnosci Zaktadu Chemii Biopolimerdw Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN pod kierownictwem dok. hab. Marcina Krzysztofa
Chmielewskiego bedacego jednoczesnie promotorem pracy doktorskiej Pani magister
Agnieszki Witkowskiej. Nalezy nadmieni¢, ze badania nad znacznikami fluorescencyjnymi
oraz TGO dotyczg az czterech zgtoszen patentowych, ktérych Doktorantka jest wspétautorka.
Ponadto Pani magister Agnieszka Witkowska kierowata grantem dla Mtodych Naukowcéw
w roku 2017, ktérego tematyka bezposrednio dotyczy rozprawy doktorskiej. W czesci
teoretycznej niniejszej pracy zostaty omdéwione zagadnienia zwigzane z grupami ochronnymi
w chemii organicznej, pirydyng i jej pochodnymi, absorpcjg i emisja promieniowania
elektromagnetycznego przez zwigzki organiczne ze szczegblnym uwzglednieniem
fluorescencji oraz z synteza oligonukleotydéw. Autorka obszernie opisata typy grup
ochronnych oraz mechanizm odszczepiania grup 2-N-pirydynylowych oraz ich ortogonalnosc.
Analiza literatury dokonana przez Panig magister Agnieszke Witkowska na temat pirydyny
ijej pochodnych zwigzana jest bezposrednio z pochodnymi 1,2-bis(pirydylo)etylenu
bedacych podstawa niniejszej rozprawy, zaé przyblizenie teorii na temat zjawiska
fluorescencji utatwia przyswojenie kolejnych czesci rozprawy. Uwazam, ze cel i zakres pracy
zostaty przedstawione w sposéb uporzadkowany i zrozumiaty. Umiejetne wykorzystanie
licznych metod badawczych stosowanych podczas realizacji postawionych celéw wskazuje
na znaczne zdolnosci do pracy laboratoryjnej, ktére bez watpienia przyczynity sie do wysokiej
jakosci badan prowadzonych przez Doktorantke.
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Wtozony przez Doktorantke wysitek w efekcie doprowadzit do opracowania metody
syntezy 6-bromo-2-N-podstawionych pirydynylowych aminoalkoholi oraz pochodnych
1,2-bis(pirydylo)etylenu. Ponadto Pani magister Witkowskiej udato sie zoptymalizowa¢
niektore reakcje, jak na przyktad sprzeganie Hecka w uktadach heterocyklicznych, czy synteze
odpowiedniego amidofosforynu oraz jego przytaczanie do oligonukleotydu.

Na szczegdlng uwage zastuguja badania dotyczace wtasciwoéci fluorescencyjnych
otrzymanych zwigzkéw obejmujgce wyznaczenie takich wielkosci jak molowe wspétczynniki
absorpcji, wydajnosci kwantowe fluorescencji, pKa stanu podstawowego i wzbudzonego.
Ponadto Autorka uwzglednita w swych badaniach wptyw rozpuszczalnika i zmiany pH
na widmo absorpcyjne i emisyjne oraz czasy zycia fluorescencji. Pani magister Agnieszka
Witkowska umiejetnie wykorzystata pomiary fluorescencji w czasie rzeczywistym do detekcji
odfaczania fluoroforu od oligonukleotydu. Ponadto okreélona zostata szybkos¢ reakcji
cyklizacji dla fluoroforu w funkcji czasu i temperatury, co jednoznacznie potwierdzito
mechanizm opierajacy sie na termicznym odszczepieniu opracowanej grupy ochronnej.

Doktorantka zastosowata wiele narzedzi badawczych, m.in.: NMR (*H NMR, 13C NMR,
1H-1H COSY, *H-*3C HSQC i HMBC, *H-15N HSQC i HMBC, 3'P oraz '°F), MS, TLC, HPLC, PAGE,
spektrofotometrig, ~spektrofluorymetrie i dyfraktometrie, co pozwolito na petng
charakterystyke zwigzkéw. Ponadto Doktorantka wykazata sie bardzo dobrym warsztatem
wpracy laboratoryjnej podczas planowania i optymalizacji syntez, co doprowadzito
do otrzymania szeregu obiecujacych zwiazkéw. Sposréd osiggnie¢ chciatbym wyrdznic te,
ktére moim zdaniem sg godne uwagi:

¢ Opracowanie wydajnej metody syntezy 1,2-bis(pirydylo)etylenu ze wspomaganiem
mikrofalowym;

¢ Zbadanie mechanizmu reakcji termicznej cyklizacji opracowanej TGO;

* Witaczenie fluoroforu do oligonukleotydu i potwierdzenie jego termowrazliwosci
z wykorzystaniem fluorescencji.

Istotnym zadaniem Recenzenta, poza dostrzezeniem waloréw ocenianej rozprawy
Jest takze zwrécenie uwagi na mankamenty pracy, ktérych nie sposéb sie ustrzec.
Niedociagniecia, ktdre znajduja sie w niniejszej rozprawie sg nastepujace:

* Doktorantka wspomina o wykorzystaniu elektroforezy (PAGE) do analizy i oczyszczania
oligonukleotydéw, takze tych zawierajgcych znacznik fluorescencyjny, lecz nie
prezentuje zdjec zelu poliakrylamidowego bedacych dokumentacja analiz. W zwigzku
ztym trudno jest o ocene tego w jakim stopniu dochodzi do przytaczenia znacznika.
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Na podstawie analizy MALDI zostata potwierdzona masa wtasciwego zwiagzku (strona
155). Na widmie bedacym wynikiem analizy ,odblokowanego” oligonukleotydu (bez
znacznika) za pomoca MALDI obserwujemy jednak te samg mase co dla zwiazku
znakowanego (strona 157). Dodatkowo zwigzki 49 oraz 51 w mojej ocenie nie zostaty
wiasciwie scharakteryzowane — brak analizy MS, *H NMR etc. Jedyne informacje jakie
podaje Autorka to warto$¢ wspétczynnika Rf oraz opis widma 3P NMR, na ktérym
widoczny jest jeden sygnat. W obu zwigzkach posiada on identyczng warto$¢ (146,46
ppm) przesunigcia chemicznego co jest zastanawiajace biorgc pod uwage réine
otoczenie chemiczne atomoéw fosforu. Prosze o wyjasnienie tych faktéw.

* W pracy pojawiajg sie nieprecyzyjne okreslenia np. opis syntezy zwigzku (10) — ,duzy
nadmiar N-metyloetanoloaminy” (strona 180). Nastepnie w tym samym opisie Autorka
wspomina o liofilizacji z benzenu”. Czy istnieje mozliwos¢ zastgpienia go mniej
toksycznym rozpuszczalnikiem?

e W pracy pojawiajg sie btedy edytorskie i stylistyczne, takie jak znaki interpunkcyjne
w niewtasciwych miejscach, brakujace, przestawione lub nadmiarowe litery. Oto kilka
przyktaddéw:

- Na stronie 113 mozna przeczyta¢, ze ,problemy sg wynikaja”;

- Strona 45, rysunek 9 — ,neurotrensmitera” zamiast ,neurotransmitera”;

- Strona 122 - ,1,4-dioksanuu” zamiast ,,1,4-dioksanu”;

- Strona 74 -, uktad skonigowanych wigzari podwdjnych” jest anglicyzmem (conjugated
double bonds), na miejsce ktérego mozna zastosowaé znane i popularne okreélenie
»Uktad sprzezonych wigzar podwajnych” zresztg uzyte pdiniej przez Autorke na stronie
93;

- Strony 74-75 - ,2-dicyjano-5-metylopirazyna” powinno byé zastgpione przez
»2,3-dicyjano-5-metylopirazyna”;

- Strona 158 - ,diiestru”;

- Strona 122, tabela 10 — , Ttoluen”;

e Liczebniki porzadkowe zapisujemy z kropka, i tak na przyktad lata szeéédziesiate XX
wieku zapiszemy — w latach 60. XX wieku, a nie w latach 60-tych XX wieku (strona 57),
zas o latach siedemdziesigtych napiszemy — lata 70. XX wieku, a nie lata 70’ XX wieku
(strona 77);

* Ponadto zastosowano btedne nazwy jak ,reakcja Chichibabina” zamiast ,reakcja
Cziczibabina” (strona 61) od Aleksieja Cziczibabina;

* Na stronie 92 znajdujemy, ze zastosowano ,weglanu cezu (l1)”, podczas gdy cez jest (1)
wartosciowy;

* Da sig zauwaiy¢ nieprecyzyjnos¢ w stosowanym nazewnictwie - grupa
~dimetoksytrytylowa” zamiast poprawnej nazwy ,4,4'-dimetoksytrytylowa” (wykaz
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stosowanych skrétow, oraz strona 38, rysunek 5); grupa

Y
9-fluorenylometoksykarbonylowa podpisana jest jako »Chloromréwczan

9-fluorenylometylu” (strona 39, rysunek 7); jon pseudomolekularny powstajacy
podczas jonizacji (ESI, jonizacja dodatnia, przytaczenie protonu) jest nazwany jonem
molekularnym (strona 94); okreslenie na stronie 28 - ,na koricu 5’ nukleozydu” jest
btedne, poniewaz nukleozydy nie majg koricéw (tadicuchy oligonukleotydéw owszem);
* Niestety nie wyjasniono tez kilku wprowadzonych skrétéw/symboli — SD (strona 115)
czy tez EN/T (strona 192, tabela 20), ktéry po dokonaniu studium literatury okazat sie

by¢ inaczej zapisywany (N — w indeksie gérnym i T w indeksie dolnym; Ef )
a niektdrych nie wprowadzono do spisu np. N,N-diizopropyloetyloamina (DIPEA), ktéra
jest bardzo czesto wspominana w pracy.

e lezeli praca jest napisana w jezyku polskim to wszystkie jej elementy powinny by¢ pod
tym wzgledem spéjne. Dotyczy to takie wykorzystanych obrazéw, ktére powinny
zawier¢ polskie podpisy.

¢ Jak nalezy przeksztatci¢ PyVnPy aby z jednej strony zachowa¢ wtasciwosci termolabilne
a z drugiej przesung¢ fluorescencje w kierunku $wiatta widzialnego/podczerwonego?

Uwzgledniajgc wszystkie niedostatki niniejszej pracy z przekonaniem stwierdzam,
ze nie umniejszaja one w sposdb istotny wartosci rozprawy doktorskiej Pani magister
Agnieszki Witkowskiej. Zaprezentowane wyniki oraz ich analiza dokonana przez Doktorantke
wskazujg na ogrom wiozonej pracy, ktdra doprowadzita do petnej realizacji postawionych
sobie celéw. Niewatpliwym sukcesem jest opracowanie nowych TGO bedacych analogami
1,2-bis(pirydylo)etylenu i przytaczenie wybranej grupy do oligonukleotydu, a takie
zaproponowanie mechanizmu termocyklizacji. Doceni¢ nalezy takze trud wlozony
w wyznaczenie parametrow fizykochemicznych dla wybranych zwigzkéw. Przyznaé nalezy,
ze zaadaptowanie koncepcji termicznego usuwania do znacznikéw fluorescencyjnych oraz
wykorzystanie fluorescencji do monitorowania tej zmiany jest bardzo ciekawy rozwigzaniem.
Wysoki potencjat aplikacyjny podkreslony jest przez fakt, iz Pani magister Agnieszka
Witkowska jest wspdtautorka czterech zgtoszeri patentowych zwiazanych z tematyka
poruszang w niniejszej rozprawie doktorskiej. Na szczegdlne uznanie zastuguje opracowanie
metod otrzymywania zwigzkéw, podczas wykonywania ktérych wykorzystany zostat bogaty
warsztat syntezy organicznej. Ponadto potwierdzeniem wysokie] jakoéci badan
prowadzonych prze Doktorantke jest fakt opublikowania rezultatéw prowadzonych prac
w renomowanych czasopismach naukowych z tzw. listy filadelfijskiej. Ponadto wyniki badar
prezentowane byty na licznych konferencjach naukowych.
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Przedtozona mi do recenzji praca doktorska spetnia wymogi okreslone w Ustawie
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.). Na tej podstawie sktadam
do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk prosbe
0 przyjecie wniosku o dopuszczenie Pani magister Agnieszki Witkowskiej do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie majac na uwadze ogrom wykonanej pracy wnosze
0 wyrdznienie recenzowanej rozprawy.
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