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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ mgr Magdaleny Malgowskiej
pt. "Badania strukturalne kwadruplekséw RNA utworzonych z trinukleotydowych
powldrzef AGG i UGG”

Preedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mge Magdaleny Matgowskiej
zostala wykonana w Pracowni Biomolekularnego NMR, Instytut Chemii Bioorganicznej PAN
pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii Gdaniec. Preedmiotem dyseracji jest werylikacja
sklonnodei wybranych czasteczek RNA do tworzenia kwadruplekséw guaninowych oraz
analiza sirukluralna wyselekcjonowanych G-kwadruplekséw, Kandydalka postawila sobie
ambitne  zadanie rozszyfrowenia  struktury  G-kwadruplekséw  tworzonych preez
oligonukleotydy RNA o zrdznicowane] dlugodei zbudowanych z dwéch i czterech
(einukleotydowych powtérzed molywdw AGG | UGG. Czasteczki te zostaly wybrane celowo
z uwagi na ich wystgpowanie w ludzkim mRNA i tendencj do mutacji. Efektem tych mulacji
moze byé nickonlrolowana ckspansja ciagdw powtérzen trinukleolydéw. Prowadzi to do
wielu schorzed, jak choroba Huntingtona, ataksja, czy syndrom lamliwego chromosomu X.

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Malgowskiej liczy 188 strony w klasycznym
ukladzie z podzialem na cztery gléwne cz¢dei: Wsiep literaturowy, Wyniki badan wiasnych,
Dyskusja wynikéw, oraz Materialy i metody. Uzupetniaja ja mnicj obszeme rozdzialy:
Wprowadzenie, Cel pracy, Pedsumowanie oraz Literatura i Streszczenie. Praca jest
udokumentowana 95 rysunkami i 6 tabelami oraz 196 pozycjami literaturowymi
swiadesqeymi o doskonalej orientac)i Doktorantki w uprawlanej przez nig dziedzinie..
Integralng cz¢$¢ pracy slanowk Zalaczniki, gdzic na 46 nienumerowanych sironach
zamicszezono kopie dwéch publikacji (zal. 1 i 2), w ktérych wykorzystano cz¢dd wynikdw
prezentowanych w rozprawie oraz uzupelniajace materialy eksperymentalne (zal. 3),

Po kedtkim wprowadzeniu w problematyke badawezg rozprawy, Autorka sformultowata
Cel pracy, kidrym bylo ustalenie topologii kwadruplekséw RNA zbudowanych z
trinukleotydowych powtérzeit AGG i UGG, Do realizaci postawionego celu badaf wybrala
roznorodne techniki pomiarowe, lakie jak spektroskopia UV-Vis, CD, NMR, spektromelria

mas oraz obrazowanie za pomocq fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego.
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Doktorantka postanowila lakze sprawdzié, czy struktura kwadrupleksu obsenwowana
metodami spekicoskopii NMR odpowiada wynikom badaii technikami UV-Vis, CD i ESI-MS,

Czesé literalurowa, wystepujaca w pracy pod nazwa ,,Wstep literaturowy™, to 50-
stronnicowe rzelelne opracowanic wprowadzajace czytelnika w $wiat kwadrupleksdw
guaninowych, ze szczegélnym uwzglgdnieniem aspektéw  strukturalaych i technik
wykorzyslywanych w badaniach strukturalnych kwaséw nukleinowych. Na zamieszezonych
przykladach bardzo czytelnie ziluslrowala rolg polarodei nici, obecnogei i ulozenia peUli oraz
rodzaju koordynowanego kationu na polimorfizm strukturalny G-kwadrupleksdw, Zgodnic z
pieowotnym celem rozprawy, szezegblng uwagg zwrdcila na dostgpne dane literaturowe
dotyczqce rozwiazanych struktur G-kwadrupleksdw. Wyniki swoich poszukiwan w bazie
danych RCSB PDB, Kandydatka zamiescila w Tabelach 2 i 3, Malg liczbe 2deponowanych
strukiur RNA Autorka tlumaczy trudnoéeiami z olrzymaniem prébki kwadrupleksu RNA w
postaci monostrukluralnej, Kolejre podrozdzialy Wslgpu literaturowego zostaly poéwigcone
ombwieniu  metod  eksperymentalnych  stosowanych w  badaniach strukturalnych
kwadruplekséw.  Spektroskopis  magnetycznego  rezonansu jadrowego,  bgdaca
najwazniejszym narzedziem badawezym mgr Malgowskiej, zostala przedstawiona najbardziej
wyczerpujaco.  Autorka  podkeeélila, 2e na  podstawic preypisanych sygnaléw i
zidentylkowanych oddzialywail pomigdzy poszezegdlnymi atomami w przesirzeni, mosliwe
jest okreslenic topologii kwadrupleksu, Oméwione zostaly takze inne metody
wykorzystywane do okredlania cech steukturalnych lub stabilnoéei kwadniplekséw. Autorka
podkreslita, 2e rejestracja widm CD i absorpeyjnych widm ré2nicowych (TDS) oraz profili
topnienia RNA pozwala wnioskowaé o tworzeniu sie kwadrupleksu i jego stabilnodei
temperaturowej, Wigeej uwagi Aulorka poswigeila spektrometrii mas, a w szezegdinodei
technice ESI-IMS-MS, pozwalaizcej na okreélenic stopnia agregacii oligonukleotydu na
podstawie pomiaréw mobilnodei jondw. W podsumowaniu tego rozdzialu Autorka zwrécila
uwagg na roZnice w warunkach eksperymentalnych typowych dla poszczegdlnych metod
badawezych (stg2enie nici, rodzaj i sigzenie kationdw, bufor, lemperatura ilp.) w kontekécie
spdjnosei formulowanych konkluzji,

Podsumowujae, cz¢8¢ literaturowa zostata opracowana bardzo rzetelnie i wyczerpujaco.
Doktorantka opisala i wyjaénita te zagadnienia i metody badawcze, kidre majg bezpodredni
zwiqzek 2 planowanymi badaniami. Opracowanie lo dwiadezy o szerokicj wiedzy i
znakomitej orientacji mgr Magdaleny Malgowskicj w problemalyce zwiazane] z analizg
struklur G-kwadruplekséw,




W najwazniejszej czgéci pracy, zalytulowanej ,,Wyniki badah wlasnych®, na 56 stronach
Doktorantka prezentuje rezullaty swoich badaii. Poczatkowe akapity poswigcone sq badaniom
wstgpnym, ktérych celem bylo wyselekejonowanie czasteczek RNA, przydatnych do dalszych
badarn metodami NMR. Spoéréd 9 badanych czasteczek RNA, zawierajacych trinukleolydowe
powtdrzenia AGG lub UGG, do dalszych badai strukiuralnych wybrano dwie sekwencje:
AGGAGGA oraz pUGGUGGU. Tylko dla tych dwéch czasteczek uzyskano dane
eksperymentalne wskazujace na powslawanie pojedynczych form steukturalnych w obecnodei
jondw potasowych. Doktorantka podjgla probg zwickszenia liczby badanych ukladéw,
poddajae  analizic widma uzyskanc dla 6 czasteczek RNA (AGGAGGA, 2-0-Mc
AGGAGGA, (AGG)A, UGGUGGU, pUGGUGGU i p(UGG)U) w obecnodei jonbw K,
Na' i NH4', Widma rejestrowano roznymi technikami ("H NMR, UV-Vis, CD i ESI-IMS-
MS) w takich samych warunkach eksperymentalnych, co bylo podstawg do korelowania
danych sirukturalnych uzyskanych poszezegdlnymi metodami. Analiza widm NMR badanych
ukladbw umozliwila Autorce sformutowanie wniosky, 2e kationy K' i NH4" promujg
kwadrupleksy o lakiej samej strukturze, natomiasl jony Na' preferujq kwadrupleksy o inngj
topologii. Sposréd badanych sekwencji RNA, tylko czasteczki AGGAGGA i pUGGUGGU
posiadaly ostre sygnaly wodorbw iminowych ($rodowisko K* i NH4%). W pozostalych
preypadkach  widma byly mzmyte, co wskazywalo na  obecnofs agregatdw
kwadrupleksowych albo istnienie mieszaniny polimorficzagj. Co istolne, Doktoranice udato
si wykazaé, 2¢ stgzenic RNA ma nieznaczny wplyw na parametry spektralne widma NMR a
tym samym, na strukturg powstajacego kwadrupleksu. Fakt ten umozliwil mgr Malgowskiej
porbwnywanie struklur obserwowanych wysokorozdzieleza lechnikq NMR (milimolowe
stezenia RNA) i technikami CD, UV-Vis, ESL-IMS-MS (mikromolowe stezenia RNA).
Profile topnienia i widma rbnicowe (TDS) umozliwily Doktorantce polwierdzenie
obserwacji, 2¢ jony K' i NH4' stabilizuja kwadrupleksy RNA o podobnej strukturze.
Technikq spektromelrii mas w wariancie spektrometrii mobilnosci jonéw (ESI-IMS-MS)
Doklorantka  wyznaczyla  stechiomelrie  powstajacych  kwadruplekséw | liczhy
koordynowanych kationéw, Czasteczki (AGG)2A | p{UGG)2U tworzyly cateroczasteczkowe
kwadrupleksy ze skoordynowanymi 4 kationami amonu a sskwencje (AGG)MA i p(UGG)4U
tworzyly dwuczasteczkowe struklury kwadrupleksu ze skoordynowanymi trzema kationami
amonu. W kolejnym rozdziale zalytulowanym ,Ustalenie pofaldowania kwadrupleksdw
AGGAGGA i pUGGUGGU",  Doklorantka podjgla prébg wyznaczenia topologii
kwadrupleksbiv [AGGAGGA];s i [pUGGUGGU)y. Wezednic) wykazala, z¢ tylko te dwie
czasteczki wystgpula w roztworze w postaci pojedynczych strukiur kwadrupleksowych, ktére



mo2na rozwigzaé metodami 1D i 2D NMR. W tym miejscu cheialbym zaznaczyé, 2e nie
podoba mi sig okreslenie "pofaldowanie kwadrupleksu™ vzywane wielokrolnie przez Autorke
jako tlumaczenic angielskiego ,folding of quadruplex”. Moim zdaniem termin ten jest
bardziej zwiqzany ze ,skiadaniem sig” w kwadrupleks. Chyba najbezpieczniej mdwié o
ustaleniu struktury lub topologii kwadrupleksu. Jakkolwick zostanie nazwana ta procedura
wnikliwej analizy widm NMR ("H-"H NOESY, 'H-'H cosY, 'H-"C HSQC, "H-"N HSQC,
'H'P HSQC i 'H-"C HMBC), istolnym jej efektem sq finalne modele struktur
kwadruplekséw: (AGGAGGA) (Rys. 73) oraz  (pUGGUGGU); (Rys. 84). Kwadrupleks
(AGGAGGA)Y, jest dimerem ulworzonym z dwéch podjednostek dwuczasteczkowych, z
ktorych kazda zawiera G-letradg G3:G6:G3:G6 oraz heksadg zawicrajaca resziy G2, G5 i Ad;
dwie lakie podjednostki kwadrupleksowe asocjuja w wyniku oddzialywan warstwowych
pomigdzy heksadami, Iworzqc cztcroczastcozkowq struklurg stabilizowany preez trzy
skoordynowane kationy potasu. Dla czasteczki pUGGUGGU Doktorantka zaproponowala
klasyczny czleroczasteczkowy réwnolegly kwadrupleks, majacy cztery tetrady guaninowe i
trzy U-tetrady.

Dwa nastgpne rozdzialy podwigcone sq badaniom z udzialem komérek Hel.a. Najpienw
Doktorantka sprawdzita jak ekstrakt komérkowy wplywa na widma 'H NMR wybranych
kwadruplekséw RNA, pordwnujae je z widmami rejestrowanymi w obecnofci jondw
potasowych, sodowych i amonowych. Oslatnim eksperymentem byla préba lokalizacji sond
kwadrupleksowych wprowadzonych do wngtrza komérek nowotworowych Hela, Mgr
Matgowska dokonala transfeke]i komdrek Hela sondami fluorescencyjnymi FAM-(AGG),A
oraz FAM-(UGG)U, ktére do kofica 5' mialy dolaezong karboksyfluoresceing (FAM).
Zdjgeia z mikroskopu konfokalnego potwicrdzily obecnoéé sond w cytoplaZmie a niewiclka
frakcja wprowadzonych czasteczek zoslala zlokalizowana w jadrze kombrkowym.

W Dyskusji wynikéw (I3 stron), Doktorantka analizuje krylycznie i pordwnuje swoje
rezullaty z wynikami vzyskanymi przez innych autordw. Dyskusja ta koncentruje sie na
wykazaniu roli jaka pelnia ceynniki ecksperymentalne (sekwencja i sigzenie RNA,
temperatura, rodzaj i stg2enie kationu, bufor) w procesie tworzenia kwadrupleksu, Zwedeila
uwagg na fakt tworzenia przez czgsteczki RNA z powtdrzeniami AGG i UGG wylacznie
kwadruplekséw réwnoleglych, niezaleznie od rodzaju uzytego kationu (K', Na* i NH4".
Autorka przeciwstawia to zachowanie czasteczkom RNA zbudowanym z powtérzed CGG,
kidre w zaleznodei od slgzenia RNA oraz rodzaju kationu mogy tworzyé mieszane uklady
kwadrupleksowe i dwuniciowe. W dalsze] dyskusii wynikéw Doktoranika analizuje zbietnodé
informacji vzyskiwanych rdznymi technikami pomiarowymi (UV-Vis, CD, NMR, ESI-IMS-




MS). Konkluduje, 2e sq to techniki komplementame, a obserwowane pozome niezgodnotci
maja swoje rdlo czgsto w innych warunkach eksperymentalnych wymaganych przez dang
technike pomiarowa. Doktoranika nastepnie poddaje wnikliwej dyskusji proponowane przez
siebie struktury kwadruplekséw tworzonych przez czasteczki AGGAGGA i pUGGUGGU.
Ma potwierdzenie stlusznoéei proponowanej struklury dla czasteczki zawierajacej powtdrzenia
GGA, przytacza prayklady strukiur kwadruplekséw zdeponowanych w bazie danych RCSB
PDB. W przypadku czasteczek RNA zawsze identyfikowano molyw heksady, natomiast
czgsteczki DNA przyjmowaly inng strukiurg. Dyskusja dotyezaca proponowanej struktury
kwadrupleksu dla czqsteczki pUGGUGGU zoslala zogniskowana na problemie niczwyklej
trwatosei termicznej U-tetrady na koficu 3* kwadrupleksu. Doklorantka zaproponowala
wytlumaczenie tej stabilnosei efektem dimeryzacji kwadruplekséw w wyniku oddzialywan
migdzy ich korficami 3'. Postuluje tez, ze oddziatywania te polegaja na wzajemnej interkalacji
U-tetrad dwdéch dimeryzujacych kwadruplekséw. Swoja propozycje uprawdopodobnila,
powolujac sig na slruklurg dimeru kwadrupleksu UGUGGU, w ktérym zidenlyfikowano
interkalujace U-tetrady melods rentgenowskicj analizy strukturalnej. Szkoda, e w tym
micjscu nie pokusila si¢ o spekulacje na temal struklur czasteczek zawierajacych czlery
powtbrzenia irdjnukleotydowe. Jest to o tyle interesujace, 2e wladnie le czasteczki
wykorzystano do konstrukeji sond fluorescencyjnych. Dyskulujac eksperymenty z udzialem
ekstraklu komérkowego, Doklorantka podkredla zaskakujacq trwalodé badanych struktur w
warunkach komérkowych, Jedneke trwatodé takich sond w koméree nie jest zjawiskiem
wyjatkowym, na przyklad, Xu i wspolpracownicy (PNAS, 107 (2010} 14579) badali
Nuorescencyjne sondy znakowanych pirenem oparte na sekwencji TERRA RNA
(GGGUUAGGG) i stwierdzili ich znaczng trwalodé w warunkach komérkowych (okres
pdlinwania w koméree powyzej 12 godz). W dalszej dyskusji Doktoranika analizuje
cksperymenty 2 udziatem sond fluorescencyjnych FAM-(AGGMA oraz FAM-(UGGMU w
komérkach metoda mikroskopii konfokalnej. Zdziwilo mnie stwierdzenie, ze eksperyment ten
moze doslarczyé dowoddw na oddzialywanie sond z komérkowym RNA (str. 146)).
Prosilbym o rozwinigeie tej tezy i opls spodziewanych efektéw spekiralnych. Takze
Wwicrdzenie, ze ,Czasteczki FAM-(AGGMA oraz FAM-(UGG)U mogq przenikaé przez
blong komérkows ..."” zamieszezone w Podsumowaniu, jest pewnym naduzyciem, poniewak
czasteczki  RNA sa transportowane przez blong komérkowa tylko w abecnodci czynnika
transfekeyjnego, Lipofckiaminy 2000,

W kolejnej czgéei pracy (11 stron), zatytulowancj ,Materialy i metody”, zamieszezono

informacje dotyczqce stosowanych odezynnikéw, aparatury, opis syntezy i oczyszezania



RNA, metodyki przygotowania roztworéw do badaf i metodyki pomiaréw, Szczepdlnie
doktadnie opisano procedury i warunki rejestracji poszezegdinych widm NMR. Nie znalaztem
jednak informacji dolyczqcej syntezy i oczyszezania sond RNA znakowanych FAM.

Pracg rekapituluje rozdzial zatytulowany ,,Podsumowanie”, w ktérym mge Malgowska
syntelycznic przedslawia osiagnigte przez sicbie wyniki.

Moja merytoryczna ocena recenzowane) pracy jak i ocena redakeji tekstu i szaty
graficznej jest bardzo wysoka. Rozprawa jest udokumentowana starannie przygotowanymi
tabelami, widmami i rysunkami, Wszystkie formulowane tezy i wnioski sa logiczng
konsckwencja prezentowanych rezullotéw eksperymentalnych. Rozprawa doktorska mgr
Magdaleny Malgowskicj reprezeatuje bardzo wysoki poziom, co nie oznacza, ¢ nie mo2na
zglosié kilku uwag keytycznych, dotyczacych kwestii nomenklaturowych lub niedociagnicé
redakeyjnych i blgddw edylorskich, Najwazniejsze z nich wypunktowatem ponizej.

1) Format liczb z czgécig dziesiging — w j. polskim separatorem jest przecinek a nie kropka.

2) Tabele 2i 3 (str. 38-41), w czgéei dotyczace] RNA zawierajg nieoznaczone liczby w
nawiasach, kiére okazaly si¢ byé numerami cytowanych prac. Niekonsekwencja jest brak
odpowiednich cytowaf dla struklur DNA mimo, 2e prace te sq umieszczone w spisic
literatury (np. poz. 63-65, 185).

3) We Wsigpic literaturowym na str. 58 Aulorka cyluje Rys.81, kiory prezentuje wyniki
badan (Wyniki badan wlasnych ste, 121).

4) Czyrys. 52 nastr. 97: rzeczywidcle przedstawia chromatogram?

5) Dyskusyjna jest kwestia nazewnichwa kwadruplekséw. Autorka powszechnie stosuje
nazewniclwo oparte na liczbic ,nici” kwasu nukleinowego. Moim zdaniem powinna
stosowaé nazewniclwo oparte na liczbie ,czgsteczek™  Cayli, kwadrupleks
ndwuczgsteczkowy™ a nie , dwuniciowy". Pozwoli to unikngé takich niejednoznacznych
informacji jak np. str. 98 ,, ... powstajaca dwuniciowa struktura ...”, legenda do Rys, 53
(sir. 99) ,, ... wewngtrz dwuniciowej struktury formowanej preez AGGAGGAGGAGGA
wstr 104, L obserwowalam tylko forme dwuniciows...”,

6) Nieprecyzyjny jest zapis kwadrupleks (AGG)A” lub , kwadrupleks p(UGG);U" sir.
105, 106, 114, 123, 125). Poprawra forma to np. , kwadrupleks [(AGG):A)".

7) Str. 142:  heliakalny" czy ,helikalny™?

8) Str. 156: ,silikazelowe plytki” poprawniej ,, plytki pokryte zelem krzemionkowym™

9) Str. 159, 160: ,,;zakres fal” poprawnicj ,, zakres dlugodei fal” lub , zakees spekiralny™.

10) Str. 160: ,, .. Jako wzorzes stosowatam ten sam bufor ..", Czego wzorcem byl bufor?



1)Str.  165: ,Spekium  wabudzeniafemisji  wynosilo .., raczej ,Dlugoéé fali
wzbudzenia/emisji wynosila ..”,

Wymienione powy’ej oraz wezeéniejsze uwagi maja w  wigkszodel charakter
nomenklaturowy lub redakeyjny. Uwagi te nie umnicjszaja mojej bardzo pozytywnej oceny
recenzowanej pracy. Uwazam, 2¢ mgr Malgowska w pelni zrealizowala zaplanowane przez
siebie cele badaweze, wykazala sig umicjetnodeia rozwiazywania probleméw naukowych, a
co najwaznigjsze, uzyskala bardzo wartoSciowe wyniki. Wyniki le oraz poziom analizy
danych eksperymentalnych spefniaja standardy éwiatowy. Nie dziwi zatem faki, 2e cz¢éé tych
wynikéw zostata juz opublikowana w renomowanym ceasopismie Nuclelc Acids Research,
Mpr Magdalena Malgowska jest tez wspdlautorem 2 dalszych prac naukowych i 10
komunikatdw konferencyjnych.

Stwierdzam, Ze przedtozona mi do oceny praca dokiorska spelnia kryteria stawiane
rozprawom doklorskim i odpowiada wymogom zawartym w Ustawie o stopniach naukowych
i tytule naukowym. Dlatego wnioskuj¢ o dopuszczenic mgr Magdaleny Malgowskicj do
dalszych elapéw przewodu doklorskiego. Majac na uwadze wysokie walory poznawcze oraz
ponadprzeciginy ladunek merytoryczny ocenianej pracy, zwracam sig z wnioskiem do Rady
Naukowej [ChB PAN w Poznaniu o jej wyrd2nienie.



