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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE) MGR INZ. ANNY RADOMILY STASINSKIES PT.
,CYSTAMINE-MODIFIED RNA OLIGONUCLEOTIDES: SYNTHESIS AND APPLICATION IN CROSS-
LINKING AND CONJUGATION VIA DISULFIDE BOND”

Sfunkcjonalizowane lub chemicznie modyfikowane rybooligonukleotydy to niezwykle wazna i
intensywnie rozwijana klasa zwiazkéw o licznych zastosowaniach w badaniach poznawczych,
medycynie i diagnostyce. Odpowiednio sfunkcjonalizowane oligonukleotydy moga stuzy¢ jako
sondy (probniki) i innego rodzaju narzedzia molekularne do badania proceséw biologicznych.
Mimo, iz metody syntezy analogow oligonukleotydow rozwijane sg od dekad, ich skuteczne
zastosowanie wymaga czesto bardzo indywidualnego podejscia, dlatego tez istnieje potrzeba
ciggtego udoskonalania metod syntezy i tworzenia nowych narzedzi tego typu.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa Pani mgr Anny Radomity Stasinskiej, wykonanej pod
kierunkiem dr hab. Marcina K. Chemielewskeigo, prof. IBCH, byto opracowanie syntezy
oligorybonukleotydow sfunkcjonalizowanych za pomocag reszty cysteaminy, umozliwiajacych
sieciowanie (inaczej cross-linkowanie, czyli kowalencyjne wigzanie) z celami molekularnymi
posiadajacymi grupe tiolowa. Jako punkt wyjscia do opracowywania syntezy tych zwigzkow
Autorka rozprawy przyjeta metodologie modyfikacji oligodeoksyrybonukleotydéw opracowana
przez Jacqueline Fidanze and Larry'ego Mclaughlina a opierajacg sie na funkcjonalizacji
ugrupowania 5',3'-fosfodiestrowego prowadzacg do utworzenia sfunkcjonalizowanego
internukleotydowego  wigzania amidofosforanowego.  Gtownym celem  otrzymywania
zaprojektowanych w ramach rozprawy zwigzkéw byto dostarczenie narzedzi molekularnych do
badania ludzkiej RNAzy H.

Praca doktorska liczy 138 stron i napisana jest w jezyku angielskim. Uktad rozdziatow jest typowy
dla prac eksperymentalnych i obejmuje wprowadzenie oparte o stan wiedzy opisany w literaturze
(Introduction), wyniki i ich dyskusje (Results and Discussion) oraz czes¢ eksperymentalng
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(Materials and Methods). Dodatkowo w pracy wyodrebniono cel (Aim) oraz podsumowanie
(Summary), spis literatury oraz dorobek naukowy Autorki. W pracy znalazto sie ponad 50
rysunkow oraz kilka tabel, starannie wykonanych pod wzgledem edytorskim i pomocnych w
zrozumieniu przedstawianych zagadnien. W pracy zacytowano 230 pozydji literaturowych,
zaroéwno klasycznych, przetomowych prac z dziedziny syntezy kwasow nukleinowych i ich
analogow jak i bardziej aktualnych prac odnoszacych sie do tematu rozprawy. Podsumowujac,
praca jest odpowiednio skonstruowana i dopracowana pod wzgledem edytorskim.

W dalszej czesci recenzji przedmiotem szczegotowej oceny bedg nastepujace elementy
Rozprawy: ogdlna wiedza Autorki w uprawianej dziedzinie naukowej, umiejetnos$¢ prowadzenia
badan naukowych oraz oryginalno$¢ rozwigzanego problemu naukowego.

W pierwszej czesci rozprawy (Introduction) Autorka dokonuje przegladu literatury dotyczacej
chemii oligonukleotyddw i metod ich koniugacji oraz sieciowania z innymi czgsteczkami. Czes$¢ ta
zawiera krotkie historyczne podsumowanie najwazniejszych strategii  syntetycznych, ze
szczegolnym uwzglednieniem chemii H-fosfoniandw, ktéra autorka wykorzystywata w badaniach
wiasnych. Ponadto, w czesci tej Autorka opisuje skrotowo zagadnienia zwigzane z modyfikacja,
sieciowaniem i koniugacja oligonukleotyddw, ze szczegélnym uwzglednieniem oligonukleotydow
modyfikowanych grupami disiarczkowymi, co réwniez jest uzasadnione z punktu widzenia
opisanych dalej badan wtasnych. Ta cze$¢ rozprawy napisana jest w sposdb bardzo przystepny i
daje czytelnikowi bardzo dobre podstawy do zrozumienia réznych aspektow eksperymentow
realizowanych w ramach badan wiasnych.

W kolejnym rozdziale (Results and Discussion) Autorka opisata eksperymenty zrealizowane w
ramach wiasnej pracy badawczej. W pierwszej kolejnosci Autorka prezentuje gtdwnie badania
syntetyczne, ktérych celem byto otrzymanie oligonukleotyddéw RNA sfunkcjonalizowanych za
pomocag tacznika disiarczkowego, obecnego w czagsteczce cystaminy lub jej analogu,
homocytaminy. Cel ten Autorka postanowita osiggna¢ wykorzystujac chemie H-fosfonianéw. W
szczegodlnosci Autorka postanowita zaadaptowac na potrzeby funkcjonalizacji RNA metode
Fidanzy i McLaughlina modyfikacji DNA, ktéra umozliwia wprowadzenie grupy disiarczkowej w
obrebie dowolnego wigzania fosfodiestrowego w oligonukleotydzie. Wstepne badania szybko
wykazaty jednak, ze powstajgce w wyniku modyfikacji sfunkcjonalizowane, internukleotydowe
wigzanie amidofosforanowe jest niestabilne w stopniu uniemozliwiajagcym izolacje i zastosowania
proponowanych zwigzkow. Obserwowang niestabilnos¢ Autorka wyttumaczyta efektem grupy
sgsiadujgcej w pozycji 2'-OH modyfikowanego nukleotydu, ktéra katalizuje hydrolize czgsteczki
w miejscu modyfikacji. Jako rozwigzanie tego problemu Autorka zaproponowata i zrealizowata
synteze hybrydowych oligonukleotydéw, ktére pozbawione byty grupy 2'-OH sasiadujacej z
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modyfikowang resztg amidofosforanowq. Zostato to zrealizowane na dwa sposoby, poprzez
zastgpienie wybranej reszty rybonukleozydu 2'-deoksyrybonukleozydem Ilub 2'-deoksy-2'-
fluororybonukleozydem. Autorka przeprowadzita synteze zaplanowanych zwigzkdéw z sukcesem,
zbadata wptyw wybranych warunkdéw reakgji na ich wydajnos¢, oraz podjeta sie okreslenia
stereochemii produktow, przygotowujac w tym celu rowniez modelowe dinukleotydy. Badania
zrealizowane w tej czesci opisane sg z nalezytg starannoscia i nie wzbudzity moich wigkszych
zastrzezen. Niewielki niedosyt pozostawito u mnie natomiast dos¢ lakoniczne uzasadnienie
wyboru miejsca i sposobu modyfikacji, do czego odnosze sie w dalszej czesci recenzji (pytania do
Autorki).

W drugiej czesci pracy Autorka skupita sie na zbadaniu reaktywnosci i wstepnej weryfikagji
uzytecznosci modyfikowanych tacznikami disiarczkowymi oligonukleotydow RNA. W tym celu,
Autorka przeprowadzita serie reakcji sieciowania, ktorym celem byta zbadanie mozliwosci
sieciowania sekwencji komplementarnych, czesciowo komplementarnych i struktur typu spinek
do witoséw. Badania Autorka przeprowadzita w dwoch wariantach — tworzenia cross-linkéw
bezposrednio pomiedzy dwiema resztami cysteaminy (zredukowana cystamina), jak i tworzenia
cross-linkow z zastosowaniem dodatkowych homofunkcyjnych linkerow maleimidowych w celu
wyeliminowania potencjalnego wptywu tworzonego wigzania na strukture RNA. Zastosowanie
maleimidowych linkerow zawierajacych grupe disiarczkowg dato dodatkowg mozliwosc
odwracalnosci procesu sieciowania. Przeprowadzenie tych badan uwazam za wysoce potrzebne
i uzasadnione, mam jednak pewne zastrzezenia zwigzane z zasadnoscig dobranych modeli
eksperymentalnych i interpretacjg wynikow, ktore réwniez podnosze w dalszej czesci recenz;ji.

Wreszcie, Autorka przedstawia wyniki badan nad zastosowaniem otrzymanych analogow
oligonukleotydow RNA  modyfikowanych cystaming w badaniach strukturalnych i
mechanistycznych mutantow RNAzy H1. Badania te potwierdzity mozliwos¢ utworzenia
miedzyczgsteczkowego wigzania z (odpowiednio rozmieszczonymi) resztami cysteiny w biatku co
stabilizuje, z natury przejsciowy, kompleks pomiedzy hybryda DNA:RNA a enzymem. Mimo, iz nie
sg to badania przeprowadzone samodzielnie przez Autorke, uwazam, ze doskonale obrazujg one
uzyteczno$¢ opracowanych przez Autorke narzedzi molekularnych i podwyzszajg znaczenie
opisanych w rozprawie badan.

W ostatnim rozdziale Autorka opisata szczegdtowo stosowane w badaniach materiaty i metody.
W czesci te] wyczerpujaco i z nalezytg starannoscig opisano procedury reakgji, charakterystyke
otrzymanych produktéw oraz inne procedury eksperymentalne.

W ogodlnosci badania przedstawione w rozprawie zostaty zrealizowane i opisane w sposob
merytorycznie poprawny, przejrzysty, zrozumiaty dla czytelnika, a ogromna wigkszo$¢ wysnutych
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wnioskdw nie budzi zadnych moich zastrzezen. Z obowigzku recenzenta musze jednak rowniez
zauwazy¢, ze przedstawiony w rozprawie materiat nie jest zbyt obszerny, co jest rowniez
odzwierciedlone w dorobku publikacyjnym Autorki. Pani Mgr Stasinska jest (druga) wspotautorka
tylko jednej pracy oryginalnej opublikowanej w Bioorganic &Medicinal Chemistry. Niedosyt ten
jest jednak czesciowo zrekompensowany poprzez pierwsze autorstwo w dwoch pracach
przegladowych (Bioorganc Chemistry) dotyczacych chemii i zastosowan kwaséw nukleinowych
modyfikowanych grupami disiarczkowymi. Niektére zagadnienia przedstawione w rozprawie
wzbudzity moje watpliwosci lub ciekawosc i dlatego chciatabym poprosi¢ Autorke o bardziej
szczegotowe przedyskutowanie ich w ramach publicznej obrony.

1)

W czesdci otwierajacej badania wtasne zabrakto w mojej ocenie uzasadnienia odnosnie
wybranego sposobu modyfikacji oligonukleotydu RNA. W czym wybrana metoda/miejsce
modyfikacji przewyzsza zdaniem Autorki podejscia opierajace sie na funkcjonalizacji
zasady azotowej lub pozycji 2" rybozy? Czy wybrana pozycja modyfikacji ma jakie$
szczegolne uzasadnienie w kontekscie badan nad RNAzag H?

Jednym z problemow zwigzanych z wykorzystaniem amidofosforanowych analogow
nukleinowych jest niestabilno$¢ chemiczna N-funkcjonalizowanych amidofosforanéw
zwigzana z hydrolizg wigzania P-N (w szczegdlnosci w warunkach kwasnych, ale rowniez
obojetnych). Aspekt ten nie zostat zbadany w rozprawie, ale wydaje mi sie, ze moze to
by¢ duzy problem w przypadku prob dtugotrwatego przechowywania tego typu sond w
roztworze (RNA jest niestabilne w warunkach zasadowych, wiec musi by¢ przechowywane
w roztworach obojetnych lub lekko kwasnych), jak i podczas eksperymentéw sieciowania,
ktére prowadzi sie w roztworach wodnych (moze to mie¢ réwniez wptyw na stabilnos¢
uzyskiwanych cross-linkéw). Prosze o rozwazenie, czy rozwigzaniem tego problemu
mogtoby by¢ zastgpienie sfunkcjonalizowanego ugrupowania amidofosforanowego
analogicznie  sfunkcjonalizowanym  ugrupowaniem  fosfotriestrowym lub  C-
fosfonianowym i czy zastosowane przez Autorke podejscie syntetyczne mogtoby (po
pewnej modyfikacji) zostac zastosowane rowniez do syntezy tego typu potaczen?
Niektore stwierdzenia dotyczace interpretacji wynikédw wydajg sie by¢ nieco na wyrost.
Np. we wstepnej czesci pracy Autorka podkresla, ze badata mechanizm hydrolizy RNA
modyfikowanych cysteamina. Po lekturze pracy trudno jednak oprze¢ sie wrazeniu, ze
badania te ograniczyty sie jedynie do identyfikacji powstajacych produktéw degradadji,
natomiast sam mechanizm zostat zaproponowany w oparciu o wczesniejsze doniesienia
literaturowe. Prosze o wyjasnienie czy Autorka prowadzita jakies inne badania zwigzane z
analizg mechanizmu (by¢ moze cos przeoczytam).
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Moje najwieksze zastrzezenia budza niektére wyniki przestawione w rozdziatach 4, 5, 6, w
ktorych Autorka skupita sie na optymalizacji warunkéw sprzyjajacych tworzenia cross-
linkbw pomiedzy dwiema ni¢mi RNA lub pomiedzy dwoma fragmentami
autokomplementarnej nici (szpilka do wtosdw). W mojej ocenie eksperymenty te nie
zostaty optymalnie zaplanowane, a wnioski z nich wyciggane sg czesto zbyt daleko idace.
Kryteria doboru ,dobrych warunkdéw” sieciowania, doprowadzity do tego, ze Autorce
(najprawdopodobniej) udato sie zoptymalizowac warunki niespecyficznego sieciowania
oligonukleotyddw, podczas gdy najbardziej pozadanym jest tworzenie cross-linkow w
sposob wysoce specyficzny, tj. tylko w pomiedzy czasteczkami/fragmentami czasteczek,
ktére oddziatujg ze sobg z duzym powinowactwem. Stad moje pytanie, dlaczego w
eksperymentach wstepnych Autorka zdecydowata sie na badanie powstawania cross-
linkbw pomiedzy dwiema identycznymi (i niekomplementarnymi) sekwencjami, zamiast
pomiedzy dwiema komplementarnymi do siebie ni¢mi? W mojej ocenie gtowna sita
napedowa do tworzenia cross-linku w rzeczywistych eksperymentach jest przestrzenna
bliskos¢ dwodch oddziatujgcych ze sobg molekut, wiec takie eksperymenty wstepne bardzo
mato wnoszag do pdzniejszej optymalizagji. Mozna by wrecz uznad, ze warunki, w ktorych
dochodzi do tworzenia cross-linkéw dla niekomplementarnych nici, sa niekorzystne dla
eksperymentow, w ktorych cross-link ma powstac w wytacznie w wyniku specyficznych
oddziatywan. Ta sama uwaga dotyczy eksperymentu z  cross-linkowaniem
niekomplementarnych sekwengji z linkerami maleimidowymi. Fakt uzyskania cross-linkéw
w badanych warunkach $wiadczy o tym, ze beda one sprzyjaty sieciowaniu
niespecyficznemu. Kolejnym eksperymentem optymalizacyjnym byto badanie tworzenia
cross-linku pomiedzy niémi czesciowo komplementarnymi, ale nie przeprowadzono
eksperymentu dla dwoch réznych nici catkowicie komplementarnych. Dlaczego? Prosze o
krytyczna dyskusje tych zagadnien podczas publicznej obrony.

W eksperymentach struktury typu szpilki do wtoséw (hairpin) O8 brakuje wyjasnienia
dlaczego modyfikacje cross-linkujgcg z C3 wybrano G23, ktora nie wydaje sie by¢ w
najblizszym mozliwym sasiedztwie C3, przynajmniej w przedstawionych modelach
struktury 2-go rzedowej. Czym byt podyktowany wybor akurat tej pozycji? Nie do konca
zgadzam sie rowniez ze stwierdzeniem, ze obserwacja dimeru w eksperymencie z
sieciowaniem O8C swiadczy o wysokim auto-powinowactwie (self affinity) tej sekwencji.
Jakie moga by¢ inne przyczyn takiej obserwacji? Prosze o wyjasnienie. W przypadku szpilki
do wtosow O9 modyfikowane nukleotydy umieszczono w innej relacji do siebie niz w
przypadku O8, wiec prosze réwniez dyskusje poréwnawcza wyboru rozmieszczenia
modyfikacji w tych dwdch niciach. Moj niepokdj budzi tez fakt, ze wszystkie eksperymenty
optymalizacyjne zostaty przeprowadzone jednokrotnie (tak przynajmniej wynika z opisu
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pracy), co zwieksza ryzyko wyciggania wnioskow na podstawie wynikéw bedacych
przypadkowymi artefaktami.

6) Opis eksperymentow z RNAzg H w czesci badan wiasnych, jest napisany w taki sposob, ze
trudno na pierwszy rzut oka powiedzie¢, ktore badania Autorka przeprowadzita
samodzielnie, a ktore zostaty przeprowadzone w laboratorium prof. Nowotnego. Dopiero
lektura czesSci eksperymentalnej pozwolita mi na zrozumienie, ze wszystkie te
eksperymenty zostaty przeprowadzone w zespole prof. Nowotnego. Nie ma nic ztego w
prezentowaniu w rozprawie wynikow uzyskanych w ramach wspotpracy naukowej, ale
idealnie bytoby, gdyby wktad innych oséb w ich uzyskanie zostat wyraZznie zaznaczony,
rowniez, a moze w szczegolnosci, w czesci pracy nazwanej ,Results and discussion”. (Ta
ostatnia uwaga nie wymaga zaadresowania podczas obrony, chyba, ze Autorka uzna to
za stosowne).

Praca jest staranie przygotowana pod wzgledem jezykowym i edytorskim, jednak Autorka nie
ustrzegta sie pewnych drobnych usterek, ktére z obowigzku recenzenta chciatabym tutaj
wymienic:

1) Strona 90, eksperymenty z RNAzg H - w tekscie brakuje odniesienia do Fig. 54.

2) Strona 45, wkradta sie tutaj pewna niescistos¢ — to prawda, ze Cys i Met to aminokwasy
biatkowe, ale tylko Cys moze tworzy¢ wigzania disulfidowe.

3) Niewielkie problemy z formatowaniem (puste fragmenty stron) np. Na str 80 i w innych
miejscach.

4) Prawidtowy termin to “mass spectrometry” (spektrometria mas), nie ,mass spectroscopy”.

Pomimo wymienionych powyzej niedoskonatosci, nie mam watpliwosci, ze przedstawiona mi do
recenzji rozprawa jest dzietem o duzej wartosci merytorycznej. Praca dotyczy bardzo waznej
tematyki modyfikacji oligonukleotydéw RNA i ich zastosowania w sieciowaniu z innymi
biomolekutami. W ramach rozprawy Autorka dokonata interesujgcego przegladu literatury, a
nastepnie opracowata procedury wydajnego otrzymywania i izolacji analogéw RNA miejscowo-
specyficznie modyfikowanych w obrebie wigzan fosfodiestrowych resztg cysteaminowa. Autorka
zbadata rowniez wstepnie reaktywnosc tego typu potgczen. Co bardzo wazne, otrzymane przez
Autorke oligonukleotydy zostaty znalazty juz zastosowanie jako narzedzia molekularne do
badania RNAzy H, co swiadczy o duzej przydatnosci tego typu potaczen. Z petnym przekonaniem
stwierdzam wigc, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone
w ustawie Dz. U. 2018 poz. 1668. USTAWA z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
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nauce z pozniejszymi zmianami i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej
PAN o dopuszczenie mgr Anny Stasinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,
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