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

Rozprawa doktorska Pani mgr Anny Stasiriskiej opracowana zostala w jqzyku angielskim na

137 stronach. Przedmiotem dysertacji jest synteza modyfikowanych oligonukleotyd6w RNA i

ich wykorzystanie w otrzymywaniu koniugatow pol4czonych wi4zaniami dwusiarczkowymi.

W czgsci wstgpnej autorka rozprawy wyczerpuj4co om6wila metody otrzymywania

oligonukleotyd6w poczynaj1c od historycznej syntezy zaprojektowanej przez pioniera badari

nad t4 grup4 zwiEzkow, H. R. Khorang, a zasadzaj4c4 sig na uZyciu jako substrat6w

fosfodiestrowych pochodnych nukleotyd6w. W kolejnym rozdziale tej czgsci doktorantka

przedstawila wykorzystanie metody fosfotriestrowej w syntezie oligonukleotyd6w, kt6ra to

metoda r6wnie2 stracila na znaczeniu w ostatnim dwudziestoleciu. Rozdzialy 1.3 i 1.4

zawieraj1om6wienie bardziej wsp6lczesnych technik syntezy oligonukleotyd6w, amianowicie

metodg fosfonianow4, oksydatywne sprzqganie Athertona-Todda, metodg wspomagan4 jodem

jako utlenia czem oraz procedurg amidofosforanow4. W rozdzialach 2-5 doktorantka opisala

moZliwosci lqczenia cz4steczek oligonukleotyd6w, sieciowanie w obrgbie DNA i RNA oraz

koniugaty oligonukleotyd6w z peptydami i bialkami. Jak wspomnialem wyZei, opracowanie

wstgpnej czgsci rozprawy jest wyczerpuj4ce i poparte bogat4 literatur4, ktora l}cznie z

pozostafymi czgsciami dysertacji obejmuje 230 pozycji. Pani mgr Stasiriska wykazala siQ du24

znajomoSciq tematu, a rozdzialy wstqpne dowodz4 wazkoSci podjqtych ptzez ni4 badafl'

Nadmienii nale\,2e powyZsze opracowanie bylo przedmiotem dw6ch publikacji w Bioorg'

Chem.,w kt6rych doktorantka jest pierwszym autorem'



Kolejny fragment rozpmwy stanowi dyskusja wynik6w badari wlasnych. Doktorantka obrala

sobie za cel opracowanie metodyki otrzymywania oligonukleotyd6w RNA skoniugowanych

przez wi1zanie fosodiesterowe l4cznikiem cystaminowym. Do tego celu zastosowala metodg

amidofosforanowA oraz H-fosfonianow4. Po pocz4tkowym niepowodzeniu rwiqzanym z

nietrwaloSci4 otrzymanych oligonukleotyd6w, autorce rozprawy udalo sig uzyska6 stabilne

cz1steczki modyfikowanego RNA. Doktorantka podala wyjaSnienie niepowodzenia

przedstawiaj4c prawdopodobny mechanizm rozpadu oligonukleotydu RNA podczas

deprotekcji grupy hydroksylowej.

W kolejnym etapie badan Pani mgr Stasiriska uZyla uproszczonych modeli dinukleotydowych

w celu okreSlenia stereochemii reakcji i produktu. W konkluzji stwierdzila, i2 reakcja

oksydatywnego sprzggania jest stereoselektywnai zachodzi z inwersj4 konfiguracj iniezaleZnie

od warunk6w syntezy.

Nastgpny etap prac eksperymentalnych obejmowal pr6by migdzycz4steczkowego usieciowania

RNA modyfi kowanego cystamin4 oraz wewn4tr zcz4steczkow ego zwykorzystaniem l4cmik6w

maleimidowych. Jedno z doSwiadczeh przebiega\o z nisk4 wydajnoSci4 produktu l4czenia. I

tutaj autorka jako prawdopodobn4prrycryng tej malo skutecznej syntezy wybrala zatloczenie

stereoelektronowe w fragmencie oligonukleotydu na kt6rym zachodzi reakcja.

W koricowym etapie pracy doktorantka otrzymala trwale koniugaty niekt6rych

oligonukleotyd6w z RNAz4 Hl, kt6re w przyszlo6ci mog4 postuzy6 do badari strukturalnych

oraz studi6w nad oddzialywaniami RNA-bialko.

Praca napisana jest poprawnym i zrozumialym jgzykiem angielskim z nielicznymi Lle

sformulowanymi zdaniami i czasami nieprawidlowym uZyciem rodzajnik6w okreSlonych i

nieokreSlonych.

W tym miejscu jako recenzent muszg z-tvr6cic uwagg na drobne blgdy i braki, kt6re pojawity

sig w trakcie opracowywania dysertacji:

1. Mam pewien niedosyt zwi4zany ze skr6towym opisem wykorzystania

oligonukleotyd6w w terapii. W literaturze mohna znaleflc calkiem obszerne

opracowania dotycz1ce aktywno5ci biologicznej oligonukleotyd6w, np. Therapeutic

Oligonucleotides, Goodchild, J. (red.) w Methods in Molecular Biologt T64 (2011) czy

Roberts, T. M.; Langer, R.; Wood, M. J. A. Nature Reviews-Drug Discovery 2020, 19,

673.



2. Na str. 44 (ld 6)l autorka stwierdza, i2 pierScieri aromatyczny jest dobr4 grup?

odchodz4c4 . Jest to stwierdzenie niepoprawne, poniewa'Z cech4 charaklerystycmq

dobrej grupy odchodz4cej jest jej niska zasadowoS6. W opisywanym przypadku rolg

grup odchodzqcychpelni4 pochodne fenolowe tworzone po wymianie protonu.

3. W niekt6rych fragmentach tekstu autorka okre6la rwi1zki opisowo zamiast podai ich

numery, co ulatwiloby c4rtelnlkowi szybk4 orientacjg co do konkretnego pol1czenia

(np. str.70ld4lub str.73 ld 8).

4. Przydaloby sig wyja6nienie, dlaczego, zdaniem autorki, jod hamuje przebieg reakcji

(str.76,ld2).

5. Brakuje mi pogl4dowego rysunku przedstawiaj4cego koniugat przykladowego

oligonukleoty dt z RNAz4 $ozd. 7 ).

6. W jakich warunkach pr6bowano uzyska6 k-rys^aty kompleksu RNAza-Hl-

RNA/DNA?

7. Streszczenie opisuje zakres prac eksperymentalnych. W mojej opinii powinno r6wnie2

zawieracwnioskizprzeprowadzonychdoSwiadczeri.

8. W czgsci doSwiadczalnej autorka czgsto nie podaje stanu skupienia otrzymanych

polqczefi. Moze to by6 zrozumiale w przypadku makrocz4steczek, kt6re zwykle s4

bezpostaciolvymi utworami, ale taki opis powinien mie6 miejsce dla zwi1zkow o

stosunkowo malej cz1ste czc e .

g. Cystamina jest manym nvi4zkiem, a jej chlorowodorek jest dostgpny komercyjnie.

Mimo to doktorantka podala dla tego po\4czenia dane spektralne, kt6re, niestety, s4

niepoprawne w przypadku widma lH NMR. W zakresie alifatycznym widma

protonowego tego mviqzkupowinny pojawia6 sig dwa osobne tryplety dla sprzg2onych

proton6w grupy metylenowej, a nie podw6jny tryplet (d0. W zwiqilcu z Wm nalehalo

poda6 dwie warto(ci przesunigd chemicznych (a nie zakres) oraz wartoS6 stalej

sprzgZeniaJ.

10. W tek$cie autorka rozprawy tmieszcza numery dotycz4ce referencji ptzed znakiem

przestankowym, gdy tymczasem og6lnie przyjgta zasadqjest podanie odnoSnika do

literatury po znaku przestankowym (por. The ACS Style Guide, sh. 287).

11. Cytowanie pozycji ksi42kowej wymaga wymienienia nie tylko autora konkretnego

rozdzialu,ale r6wnie2 gl6wnego redaktora(6w) publikacji (poz. 44 w Bibliogfafii)'

1 ld: linijka od dotu strony, lg: linijka od g6ry strony



12. Powinno sig konsekwentnie podawad doi dla wszystkich pozyqi literaturowych lub nie

podawa6 ich wcale. Dlaczego autorka wpisata doi tylko dla niekt6rych referencji?

powyzsze krytyczneuwagi nie maj4 znaczqcego wplylvu na poziom naukowy dysertacji, kt6ry

oceniam jako wysoki. W mojej ocenie wyniki badari prowadzonych przez Pani4 mgr Annq

Stasifsk4 stanowi4 istotny wklad do dziedziny chemizmu i struktury oligonukleotyd6w RNA.

Aczkolwiek obecnie mamy do dyspozycji metody automatycznej syntezy oligonukleotyd6w,

to koniecznoSc pracy z wrgcz mikroskopijnymi iloSciami substrat6w i produkt6w wymaga

ogromnej precyzji i zaangaaowania. ProwadzEc badania nad t4 grupq zwi4zk6w doktorantka

dowiodla, iZ posiada odpowiednie umiejgtnoSci w pracy eksperymentalnej, a w czasie badan

potrafi korygowa6 pocz4tkowe niepowodzenia i wybrad wlaSciw4 ScieZkq realizacii

doSwiadczenia.

W zwi4zku z powyhszym stwierdzam, 2e przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska

spelnia wymagania okreSlone w Ustawie ,,Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce" z dnia 20

lipca 2018 roku i wnioskujg o dopuszczenie Pani mgr Anny Stasiriskiej do dalszych etap6w

przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, maj4c na uwadze wysoki poziom naukowy dysertacji,

przedstawiam wniosek o wyr62nienie rozprawy.

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