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RECENZJA

pracy doktorskiej mgr inz. Anny Radomily Stasinskiej

zatytulowanej
” CYSTAMINE MODIFIED RNA OLIGONUCLEOTIDES: SYNTHESIS
AND APPLICATION IN CROSS-LINKING AND CONJUGATION VIA
DISULFITE BOND”

(Oligonukleotydy RNA modyfikowane cystaming: synteza i wykorzystanie
w sieciowaniu i koniugacji przez wiazania disiarczkowe)

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Anny Radomily Stasinskiej,
zostala przygotowana w Zakladzie Chemii Biopolimeréw, Instytutu Chemii Bioorganicznej
PAN w Poznaniu. Promotorem rozprawy jest Pan dr hab. Marcin Chmielewski, profesor
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu.

W czesci wstepnej Doktorantka pisze, ze ” Opracowanie chemicznej metody syntezy
oligonukleotydow serii DNA i RNA zrewolucjonizowalo s$wiat badar biologii, biochemii
i pokrewnych dziedzin. Czgsteczki te oraz ich funkcjonalne modyfikacje pozwolily na
scharakteryzowanie szeregu oddzialywan i mechanizméw funkcjonowania organizmow
zywych, kiérych badanie wczesniej nie bylo mozliwe” Zgadzam sie¢ z tym w calej
rozciaglosci, a dowodow nie trzeba szukaé daleko. Warto dodaé, ze niekiedy badania takie sa
poddawane swoistej krytyce z powodéw — trudno sobie to wyobrazi¢ — etycznych. Chociazby
niedawne dyskusje, czasami graniczace ze $miesznoscig czy szczepionka MODERNY, gdzie
wykorzystano chemi¢ RNA nie zakléci ,,prawdziwego porzadku Swiata”. Nie jest moim
celem uczestniczenie w tej dyskusji, a jedynie ocena doktoratu Pani mgr Anny Stasinskiej
zatytutowanego OLIGONUKLEOTYDY RNA MODYFIKOWANE CYSTAMINA:
SYNTEZA I WYKORZYSTANIE W SIECIOWANIU I KONIUGACJI PRZEZ WIAZANIA
DISIARCZKOWE

Tematyka pracy doktorskiej osadzona jest w zagadnieniach zwigzanych z modyfikacja

oligonukleoytydéw poprzez precyzyjne (w sensie lokalizacji) wbudowywanie do laficucha
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oligonukleotydu tacznika disiarczkowego. Stwarza to mozliwo$é odwracalnosci takiego
sieciowania. Utlenianie dwoch grup tiolowych prowadzace do powstania mostka
disiarczkowego, albo odwrotnie: uwodornienie takiego mostka prowadzi do powstania dwéch
grup tiolowych. Ten pomyst syntetyczny jest gtéwna idea badawcza Doktorantki i stanowi
podstawowy nurt pracy. Innymi slowy praca ma charakter metodyczny - poszerzania
mozliwosei syntetycznego ,,toolbox” dla badan wzajemnych oddziatywan oligonukleotydow ,
a dalej ich oddziatywan z RNA, z peptydami ete.

Istota projektu byt wybor odpowiedniego tgcznika, ktdrego wbudowanie zaplanowano
do grupy fosforoestrowej. Stad wybor cystaminy, a przede wszystkim diuzszego homologu -
homocystaminy (3,3’-ditiobis-propyloaminy) jako bardziej skutecznej w sieciowaniu struktur
oligonukleotydowych. Doktorantka stusznie zauwaza, Zze dlugo$é mostka (linkera) ma
ogromne znaczenie dla sieciowania i oddzialywan og6lnie znanych jako cross-linking, i stad
wlasnie taki wybdr tacznikow sieciujgcych.

Warto zauwazy¢, ze najczesciej taczniki umieszczane sg w pozycjach terminalnych
oligonukleotydéw, gdzie przylaczane sa np. znaczniki fluorescencyjne lub dokonywane inne
modyfikacje. Jednak w przypadku pracy Pani Anny Stasifiskiej potrafita ona wbudowaé swoj
tacznik disiarczkowy do grupy fosfoestrowej w precyzyjnie wybranej pozycji. Do tego celu
wykorzystala znane metody syntezy oligonukleotydéw, gdzie w odpowiednim miejscu
(zaplanowanym wczesniej) wbudowywata zmodyfikowany przez siebie nukleotyd.
Modyfikacja fragmentu nukleotydowego, czyli utworzenie wigzania P-lacznik cystaminowy
wykonata wg znanych procedur syntetycznych: metody amidofosforynowej oraz metody H-
fosfonianowej. Problemy z otrzymaniem, a wlasciwie z trwaloscia polaczen atom P-
cystamina, Autorka pokonala zastgpujac oryginalny nukleotyd H-fosfonianem
2’-deoksyrybonukleotydéw  lub  2’-deoksy-2’-fluororybonukleotydéw, co  znaczaco
poprawialo trwato$¢ zwigzkéow. Tak otrzymane oligonukleotydy stanowily material do
dalszych badan oddziatywan z innymi uktadami. Oméwiony dotychczas ten fragment pracy
dowodzi znajomosdci pracy badawczej chemika — syntetyka; Doktorantka uporala si¢ z

typowymi problemami zaawansowanej syntezy organiczne;j.
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Juz na obecnym etapie oceny stwierdzam, ze dokonania w tym zakresie Pani Anny

Stasifiskiej dowodza iz jest Ona juz doswiadczonym eksperymentatorem, potrafigcym
zaplanowa¢ eksperyment, wykona¢ go, a nastgpnie zrozumieé i zinterpretowaé uzyskane
wyniki. To jednoznacznie upowaznia mnie do sformulowania wniosku o przyjecie pracy
doktorskiej i bede wnioskowat o dopuszezenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu.

Druga czg¢sé pracy dotyczy badan oddzialywani otrzymanych, zmodyfikowanych i
wyposazonych w linker cystaminowy oligonukleotydéw z innymi uktadami. Nie czuje sie
specjalista w tym zakresie, a szczegolowa oceng tego fragmentu pracy pozostawiam innym
Recenzentom. Warto takze zauwazy¢, ze dalsze prace, bazujace na materiale uzyskanym w
doktoracie bedg kontynuowane w wspblpracujgcym Laboratorium Struktury Biatek
z macierzystego Instytutu Doktorantki.

Praca jest napisana w jezyku angielskim. Napisana jest bardzo precyzyjnie
1 zrozumiale; szata graficzna jest elegancka. Procz tego chciatbym dodaé, ze praca, co dla
mnie bardzo wazne, jest napisana z wyczuwalnym ogromnym entuzjazmem. To bardzo wazna
cecha, bo czytajacy wspélnie z Autorkg dostrzega blaski i cienie pracy chemika syntetyka.

Czgs¢ literaturowa to moim zdaniem bardzo kompetentny przeglad literatury
dotyczacej zagadnien szczegodlnie intersujacych Doktorantke. Z kolei w czesci doswiadczalnej
opis przeprowadzonych procedur, jak i analiz otrzymanych wynikéw wzbogacaja schematy,
tabele z wynikam etc. Nie zauwazylem bledéw ani uchybien w opisach przeprowadzonych
procedur. Nie budzi to watpliwosci, ze opisane procedury sg powtarzalne.

Doktorantka jest wspotautorka trzech publikacji, o czym wspomniano w pracy. To
takze dowodzi, ze tematyka jest interesujaca; jednocze$nie zostala poddana weryfikacji przez
zewnetrznych recenzentéw.

Praca jest do$¢ zwigzla, obejmuje 136 stron (w tym cytowana literatura to 230
odnosnikow literaturowych, co juz zajmuje okoto kilkunastu stron pracy). Po krotkim
STRESZCZENIU, a nastgpnie ABSTRACT ie pojawiaja sie indeks wykorzystanych skrétow a
nastegpnie cel pracy (THE AIM OF THE THESIS) . Nastgpnie wstep (INTRODUCTION) to de
facto czes¢ literaturowa omawiajaca zagadnienia syntezy oligonukleotydéw, problemy

sieciowania (cross-linking) ze szczegélnym uwzglednieniem mostkow disiarczkowych, co
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zajmuje okolo 25 stron dysertacji. Omowienie badan wihasnych (RESULTS AND

DISCUSSION) to kolejne okoto 40 stron, a merytoryczng zawarto$é tego rozdziatu oceniam
bardzo wysoko. Nastepnie pojawia si¢ podsumowanie (SUMMARY). Catosé konczy dosé
obszerna czgs¢ doswiadczalna (MATERIALS AND METHODS) i cytowana literatura
(BIBLIOGRAPHY).

W pracy zamieszczono spis dokonan publikacyjnych Doktorantki, chociaz szkoda ze
nie dotgczono Jej naukowego CV. Mimo iz to nie jest formalnie wymagane, ulatwia
czytajgcemu Recenzentowi lepiej poznaé Doktoranta.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny Stasinskiej
spetnia wymogi ustawy Ustawy z dn. 20 lipca 2019 r. - Prawo o szkolnictwie wyzZszym
1 nauce (Dziennik Ustaw 2020r. poz.85 z pdzniejszymi zmianami) oraz zastuguje na moja
pozytywng oceng. Upowaznia mnie to do sformutowania wniosku o nadanie Kandydatce
stopnia doktora w zakresie chemii 1 wnioskuje do Rady Naukowej IChB PAN w Poznaniu o

dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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