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pod kierunkiem dr hab. Marcina K. Chmielewskiego, prof. IChB

Rozprawa doktorska Pani mgr Anny Stasinskiej opracowana zostala w jezyku angielskim na
137 stronach. Przedmiotem dysertacji jest synteza modyfikowanych oligonukleotydéw RNA i
ich wykorzystanie w otrzymywaniu koniugatéw potaczonych wigzaniami dwusiarczkowymi.

W czeéci wstepnej autorka rozprawy Wwyczerpujaco omoéwita metody otrzymywania
oligonukleotydéw poczynajac od historycznej syntezy zaprojektowanej przez pioniera badan
nad ta grupg zwiagzkéw, H. R. Khorang, a zasadzajaca si¢ na uzyciu jako substratow
fosfodiestrowych pochodnych nukleotydow. W kolejnym rozdziale tej czesci doktorantka
przedstawita wykorzystanie metody fosfotriestrowej w syntezie oligonukleotydéw, ktora to
metoda réwniez stracita na znaczeniu w ostatnim dwudziestoleciu. Rozdzialy 1.3 i 1.4
zawieraja omowienie bardziej wspotczesnych technik syntezy oligonukleotydéw, a mianowicie
metode fosfonianowg, oksydatywne sprzgganie Athertona-Todda, metod¢ wspomagang jodem
jako utleniaczem oraz procedurg amidofosforanowa. W rozdzialach 2-5 doktorantka opisata
mozliwosci taczenia czasteczek oligonukleotydow, sieciowanie w obrebie DNA i RNA oraz
koniugaty oligonukleotydow z peptydami i biatkami. Jak wspomniatlem wyzej, opracowanie
wstepnej czesci rozprawy jest wyczerpujace i poparte bogata literatura, ktora tacznie z
pozostatymi czgsciami dysertacji obejmuje 230 pozycji. Pani mgr Stasinska wykazata si¢ duza
znajomoscig tematu, a rozdzialy wstepne dowodza wazkosci podjetych przez nia badan.
Nadmieni¢ nalezy, ze powyZzsze opracowanie byto przedmiotem dwoch publikacji w Bioorg.

Chem., w ktorych doktorantka jest pierwszym autorem.



Kolejny fragment rozprawy stanowi dyskusja wynikow badan wiasnych. Doktorantka obrata
sobie za cel opracowanie metodyki otrzymywania oligonukleotydéw RNA skoniugowanych
przez wigzanie fosodiesterowe tacznikiem cystaminowym. Do tego celu zastosowata metodg
amidofosforanowa oraz H-fosfonianowa. Po poczatkowym niepowodzeniu zwigzanym z
nietrwatoscia otrzymanych oligonukleotydow, autorce rozprawy udato si¢ uzyskac¢ stabilne
czasteczki modyfikowanego RNA. Doktorantka podata wyjasnienie niepowodzenia
przedstawiajagc  prawdopodobny mechanizm rozpadu oligonukleotydu RNA podczas
deprotekcji grupy hydroksylowe;.

W kolejnym etapie badan Pani mgr Stasifiska uzyta uproszczonych modeli dinukleotydowych
w celu okreSlenia stereochemii reakcji i produktu. W konkluzji stwierdzita, iz reakcja
oksydatywnego sprzegania jest stereoselektywna i zachodzi z inwersjg konfiguracji niezaleznie
od warunkdéw syntezy.

Nastepny etap prac eksperymentalnych obejmowat proby migdzyczasteczkowego usieciowania
RNA modyfikowanego cystaming oraz wewnatrzczasteczkowego z wykorzystaniem tacznikow
maleimidowych. Jedno z doswiadczen przebiegato z niskg wydajnoscia produktu faczenia. I
tutaj autorka jako prawdopodobna przyczyng tej mato skutecznej syntezy wybrala zattoczenie
stereoelektronowe w fragmencie oligonukleotydu na ktérym zachodzi reakcja.

W  koncowym etapie pracy doktorantka otrzymata trwale koniugaty niektorych
oligonukleotydéw z RNAza H1, ktére w przysztosci mogg postuzy¢ do badan strukturalnych
oraz studiow nad oddziatywaniami RNA-biatko.

Praca napisana jest poprawnym i zrozumialym jezykiem angielskim z nielicznymi Zle
sformutowanymi zdaniami i czasami nieprawidtowym uzyciem rodzajnikow okreslonych i
nieokreslonych.

W tym miejscu jako recenzent muszg¢ zwrocié¢ uwage na drobne bledy i braki, ktore pojawity
si¢ w trakcie opracowywania dysertacji:

1. Mam pewien niedosyt zwigzany ze skrotowym opisem wykorzystania
oligonukleotydéw w terapii. W literaturze mozna znalezé calkiem obszerne
opracowania dotyczace aktywnosci biologicznej oligonukleotydow, np. Therapeutic
Oligonucleotides, Goodchild, J. (red.) w Methods in Molecular Biology 764 (2011) czy
Roberts, T. M.; Langer, R.; Wood, M. J. A. Nature Reviews-Drug Discovery 2020, 19,
673.



2. Na str. 44 (Id 6)' autorka stwierdza, iz pierécien aromatyczny jest dobra grupa
odchodzaca . Jest to stwierdzenie niepoprawne, poniewaz cechg charakterystyczng
dobrej grupy odchodzacej jest jej niska zasadowosé. W opisywanym przypadku rolg
grup odchodzacych petnig pochodne fenolowe tworzone po wymianie protonu.

3. W niektorych fragmentach tekstu autorka okresla zwigzki opisowo zamiast podac ich
numery, co ulatwitoby czytelnikowi szybka orientacje co do konkretnego potaczenia
(np. str. 70 1d 4 Iub str.73 1d 8).

4. Przydaloby si¢ wyjasnienie, dlaczego, zdaniem autorki, jod hamuje przebieg reakcji
(str. 76, 1d 2).

5. Brakuje mi pogladowego rysunku przedstawiajacego koniugat przyktadowego
oligonukleotydu z RNAz3 (rozd. 7).

6. W jakich warunkach probowano uzyska¢ krysztaly kompleksu RNAza-HI-
RNA/DNA?

7. Streszczenie opisuje zakres prac eksperymentalnych. W mojej opinii powinno réwniez
zawiera¢ wnioski z przeprowadzonych doswiadczen.

8. W czesci doswiadczalnej autorka czesto nie podaje stanu skupienia otrzymanych
polaczen. Moze to byé zrozumiate w przypadku makroczasteczek, ktore zwykle sa
bezpostaciowymi utworami, ale taki opis powinien mie¢ miejsce dla zwigzkow o
stosunkowo malej czasteczce.

9. Cystamina jest znanym zwigzkiem, a jej chlorowodorek jest dostgpny komercyjnie.
Mimo to doktorantka podata dla tego potaczenia dane spektralne, ktdre, niestety, sa
niepoprawne w przypadku widma 'H NMR. W zakresie alifatycznym widma
protonowego tego zwiazku powinny pojawiac si¢ dwa osobne tryplety dla sprzgzonych
protonéw grupy metylenowej, a nie podwojny tryplet (dt). W zwiazku z tym nalezalo
poda¢ dwie warto$ci przesunig¢ chemicznych (a nie zakres) oraz wartos¢ stalej
sprzgzenia J.

10. W tekscie autorka rozprawy umieszcza numery dotyczace referencji przed znakiem
przestankowym, gdy tymczasem ogdlnie przyjeta zasada jest podanie odnosnika do
literatury po znaku przestankowym (por. The ACS Style Guide, str. 287).

11. Cytowanie pozycji ksiazkowej wymaga wymienienia nie tylko autora konkretnego

rozdziatu, ale réwniez gtéwnego redaktora(6w) publikacji (poz. 44 w Bibliografii).

1'1d = linijka od dotu strony, Ig = linijka od gory strony.



12. Powinno si¢ konsekwentnie podawac doi dla wszystkich pozycji literaturowych lub nie

podawac ich wcale. Dlaczego autorka wpisata doi tylko dla niektorych referencji?

Powyzsze krytyczne uwagi nie majg znaczacego wptywu na poziom naukowy dysertacji, ktory
oceniam jako wysoki. W mojej ocenie wyniki badan prowadzonych przez Panig mgr Anne
Stasifiska stanowig istotny wkifad do dziedziny chemizmu i struktury oligonukleotydow RNA.
Aczkolwiek obecnie mamy do dyspozycji metody automatycznej syntezy oligonukleotydow,
to konieczno$¢ pracy z wrecz mikroskopijnymi ilociami substratéw i produktow wymaga
ogromnej precyzji i zaangazowania. Prowadzac badania nad tg grupa zwiazkow doktorantka
dowiodta, iz posiada odpowiednie umiejetnosci w pracy eksperymentalnej, a w czasie badan
potrafi korygowaé poczatkowe niepowodzenia i wybra¢ wiasciwa $ciezke realizacji
doswiadczenia.

W zwiazku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
spelnia wymagania okreslone w Ustawie ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” z dnia 20
lipca 2018 roku i wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Anny Stasinskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednocze$nie, majac na uwadze wysoki poziom naukowy dysertacji,

przedstawiam wniosek o wyrdznienie rozprawy.

Poznan, dn. 12.05.2022 dr hab. Marek K. Bernard, prof. UMP
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