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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Marcina Ryczka pt.:
»Badania strukturalne RNA o znaczeniu w patogenezie chorob
neurodegeneracyjnych”

Niniejszg recenzje sporzadzitam w zwigzku z powotaniem mnie przez Rade Naukowag Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN z dnia 27 wrzesnia 2023 r. na recenzenta rozprawy doktorskiej Pana mgr inz.
Marcina Ryczka pt.: ,Badania strukturalne RNA o znaczeniu w patogenezie chordb
neurodegeneracyjnych”. Badania te lokujg sie w dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych, w
dyscyplinie nauki biologiczne. Rozprawa doktorska Pana mgr Ryczka dotyczy poznania struktury
czasteczek RNA zawierajgcych powtdrzenia kilkunukleotydowe, stanowigcych podstawe molekularng
chordb neurodegeneracyjnych. Poznanie struktury tytutowych RNA stwarza szanse na rozwiniecie
nowych terapii celowanych i stanowi nowoczesny i obiecujacy kierunek badan naukowych.

Ocena formalna

Badania opisane w przedtozonej do recenzji rozprawie doktorskiej zostaty wykonane w Instytucie
Chemii Bioorganicznej PAN pod kierunkiem prof. dr hab. Agnieszki Kiliszek, prof. ICHB PAN w ramach
realizacji projektu NCN SONATA BIS 2017/26/E/NZ1/00950: ,Opracowanie metodologii
umozliwiajgcej stabilizacje RNA w formie spinki do badan krystalograficznych”, kierowanego przez
Promotorke rozprawy.

Rozprawa doktorska jest objetosciowo niewielka; opisana na tgcznie 120 stronach tekstu, zawiera 35
rycin i 9 tabel, wykaz skrétéw, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz Cel pracy,
Wprowadzenie i rozdziat Materiaty i Metody (tgcznie 60 stron). Zasadniczg czes$¢ rozprawy stanowi
21-stronicowy opis Wynikdéw oraz 10-stronicowa Dyskusja i Wnioski. Na pozostatych 17 stronach



umieszczono bardzo obszerny spis literaturowy liczgcy az 246 pozycji, a jedng z cytowanych prac jest
publikacja z pierwszym autorstwem mgr Marcina Ryczka, opublikowana w roku 2022 w czasopismie z
listy JCR Applied Sciences, ktdra powstata w trakcie realizacji niniejszej rozprawy a raportuje przeglad
metod syntezy RNA na duzg skale. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia wymagania
rozprawy monograficznej stanowigcej dzieto naukowe ze wszystkimi niezbednymi informacjami i
danymi eksperymentalnymi.

Ocena merytoryczna

Cel rozprawy

Cel rozprawy zostat sformutowany ogdlnie, jako poznanie struktur przestrzennych czgsteczek RNA
zawierajgcych  powtdrzenia nukleotydowe, majgcych znaczenie w patogenezie chordb
neurodegeneracyjnych i ewentualnie zaproponowanie potencjalnego podejscia terapeutycznego w
oparciu o czasteczke stabilizujgcg strukture patogennego RNA. Doktorant przedstawit dwa
szczegbtowe cele, z ktdrych pierwszy to opracowanie protokotu produkcji RNA o strukturze spinki, a
takze stabilizacja tych czgsteczek do krystalizacji oraz wyznaczenie ich struktury przestrzennej. Drugi
cel to wyznaczenie struktury przestrzennej kompleksu RNA o sekwencji G,C4, takze w kompleksie z
syntetyczng czgsteczkg ANP77.

Wprowadzenie

Wprowadzenie do tematyki rozprawy doktorskiej zawiera podstawowe informacje dotyczgce choréb
neurodegeneracyjnych, ktérych terapia, pomimo poznania ich podstaw molekularnych, jest mato
skuteczna, bo jedynie objawowa i wcigz kosztowna. Dlatego tez opracowanie skutecznych podejs¢
terapeutycznych dla choréb neurodegeneracyjnych stanowi wielkie wyzwanie badawcze. Doktorant
omawia podstawy molekularne choréb neurodegeneracyjnych wywotywanych ekspansjg powtdrzen
nukleotydowych w pierwotnych transkryptach mRNA, zwracajgc uwage na rdézng lokalizacje tych
powtdrzen oraz na rézne mechanizmy toksycznosci fragmentéw zawierajacych powtdérzenia. Z uwagi
na fakt, ze drugorzedowa struktura czasteczek RNA, a co za tym idzie takze ich struktura
trzeciorzedowa, mogg zmienia¢ sie w sposdb dynamiczny w zaleznosci od warunkéw
wewnatrzkomérkowych, funkcja biologiczna RNA moze by¢ zréznicowana i prowadzi¢ do réznorakich
zmian patologicznych. Doktorant opisuje strukture spinek RNA z réznymi powtdrzeniami, gtdwnie
tréjnukleotydowymi. W tym momencie warto podkresli¢, ze znaczny wktad w uzyskanie wiedzy o
strukturach RNA z réznego rodzaju powtdrzeniami nukleotydowymi wniesli badacze z macierzystego
instytutu, w tym takze promotorka rozprawy, dr hab. Agnieszka Kiliszek.

W niniejszej rozprawie zainteresowania Doktoranta skupiajg sie na mutacji w genie C9orf72,
polegajgcej na wystepowaniu nadmiernych powtdrzen szescionukleotydowych, prowadzacej do
dwdch schorzen neurodegeneracyjnych - uktadu ruchu ASL (stwardnienie zanikowe boczne) i
demencji FTD (otepienie czotowo-skroniowe). DNA i RNA oraz ich hybrydy zawierajgce powtdrzenia
G4C; tworzg struktury G-tetrapleksowe, podczas gdy komplementarne fragmenty z powtdrzeniami
G2C,4 krystalizujg w postaci struktury dwuniciowe]j helisy typu A z powtarzajacymi sie jednostkami
czterech par zasad Watsona-Cricka GC/CG oddzielonymi dwiema tandemowymi parami C-C. Tak
wiec, ze wzgledu na zmienng budowe fragmentéw powtdrzedn nukleotydowych strukturalnie
zrdéznicowane czgsteczki RNA wykazujg odmienne wtasciwosci wigzania biatek obecnych w systemie
komdrkowym. Mam tutaj uwage odnosnie troche niezrecznego uktadu czesci literaturowej, a



mianowicie w jego centralnej czesci zawarty jest fragment o metodach pozyskiwania czgsteczek RNA
do badan krystalograficznych, troche oderwany od rozwazan podstaw choréb neurodegeneracyjnych
opisywanych przed i po tym fragmencie. Rozwazania na temat pozyskiwania RNA mogtyby by¢
umieszczone na koncu czesci literaturowej wraz z opisem liganda bis-1,8-naftyrydynowego, uzytego
W niniejszej rozprawie jako zwigzek wigzacy sie do niesparowanych zasad nukleinowych w
dwuniciowym kompleksie RNA.

Podsumowujac, w tej czesci rozprawy Doktorant przedstawit najbardziej istotne informacje lezgce
u podstaw zagadnien odnoszacych sie do badan eksperymentalnych rozprawy, odnidst sie do
bogatej literatury przedmiotu i wykazal swojg wiedze teoretyczng zaréwno w zakresie
molekularnych podstaw choréb wynikajacych z ekspansji powtérzen nukleotydowych jak i
zagadnien zwigzanych z syntezg i niekanonicznymi strukturami RNA.

Tym nie mniej, z racji petnienia obowigzkéw recenzenta, pragne Doktorantowi zwrdci¢ uwage na
pewne niezrecznosci i niescistosci w tekscie Wprowadzenia, z ktérych niektére nie wymagaja
dyskusji podczas obrony.

Tak wiec,

- ciekawi mnie jaki jest powdd, ze ,,choroby neurodegeneracyjne dotykajg az 50 milionéw ludzi na
catym swiecie, gtdwnie w krajach o niskich i sSrednich dochodach [10].” Str. 16

- merytorycznie niepoprawne jest zdanie ,RNA dtuiszy niz 40 nukleotydéw powinien by¢
syntetyzowany na drodze transkrypcji in vitro przy uzyciu rybozyméw” str. 12. Transkrypcja in vitro
nie zachodzi w obecnosci rybozyméw, a enzymu biatkowego

- co Autor miat na mysli piszac, ze ,,Grupa hydroksylowa przy atomie wegla 2’ RNA wptywa na inng
konformacje cukru” str. 22

- czy rozdziat mieszanin RNA metodami elektroforezy i HPLC uzalezniony jest tylko od ,dtugosci”
czasteczki? Str. 27

- niezreczne s wyrazenia ,enzym odpada” str. 27; funkcja/grupa ,chroniona” a nie , blokowana”
(str. 33); antysensowy i sensowy, a nie antysensowny i sensowny; ,,zamykanie” pewnie jako capping
(str. 34); ,,zeli” a nie ,zelow”

- cytowanie wtasnej pracy (ref. 78) dla opisu schematu hydrolizy RNA w obecnosci rybozymu jest
nierzetelne (str. 29, 31). Tutaj powinien by¢ odnosnik do oryginalnej pracy, np. Doherty & Doudna
(ref. 90). Podobnie maijg sie niektdre inne odniesienia, gdzie cytowany jest ref. 78

- Nieprecyzyjne jest stwierdzenie, ze ,Synteza chemiczna w fazie statej z wykorzystaniem
zautomatyzowanego syntetyzera zostata opracowana przez Bruce’a Merrifielda i jest stosowana do
syntezy kwasow deoksyrybonukleinowego i rybonukleinowego [109,110]. Tak naprawde to jest to
prawda, ale zwodniczo napisana. Powinno ono brzmie¢ np. ,Synteza chemiczna na statym nosniku
zostata oryginalnie opracowana przez Bruce’a Merrifielda do syntezy peptydéw [109], a nastepnie
zaadaptowana do syntezy oligonukleotydéw DNA i RNA [110].”

- opis struktury amidofosforynu nukleozydu uzywanego jako monomer do syntezy RNA (Ryc. 12) jest
btedny. Funkcja fosforynowa (a nie fosforanowa) jest chronionaza pomocga grupy 2-cyjanoetylowej, a
reszta N,N,N’,N’-tetraizopropylowa stanowi integralng czes¢ tytutowego amidofosforynu.



- opis Ryc. 13 jest réwniez btedny. To nie ,, amidofosforyn (jest) przytagczony do statego podtoza” a
utlenieniu ulega funkcja fosforynowa a nie fosfinowa — str. 34

- prosze o wyjasnienie jak , dwa krétsze syntetyczne taricuchy RNA mozna , pofaczy¢’ za pomoca ligazy
T4 RNA” (str. 35)

- warto uzywaé poprawnego sformutowania nie zréwnujac pojecia ,sekwencja” z ,,RNA o sekwencji”
jak np. w Ryc. 16, gdzie zamiast ,Struktura krystaliczna sekwencji zawierajgcej cztery powtdrzenia
GyCs .....” powinno by¢ ,Struktura krystaliczna RNA o sekwencji zawierajgcej cztery powtdrzenia
G,Cs....”. Podobna uwaga odnosnie tytutu Tabeli 3.

Rozdziat Materiaty i Metody podaje wszystkie niezbedne informacje zwigzane z preparatykg RNA i

zastosowanymi metodami analitycznymi. Doktorant posiada umiejetnos¢ syntezy RNA zaréwno
metoda zautomatyzowanej syntezy na fazie statej jak i metodg transkrypcji in vitro. Zna metody
oczyszczania i izolowania RNA, jest doswiadczony w zakresie badan oddziatywania RNA z biatkami
metodg EMSA, a przede wszystkim posiadt umiejetnosé krystalizacji RNA. Do tej czesci mam jedynie
kilka drobnych uwag odnoszacych sie do zargonowych lub niescistych okreslen typu , Oligomery
strgcatem 1 objetoscig izopropanolu (w stosunku do objetosci RNA)”, ,Faze wodng nastepnie
strgcatem izopropanolem”, czy ,,Zel wizualizowatem uzywajac toluidyny”.

Omoéwienie wynikdw i ich dyskusja stanowig zasadniczg czes$¢ rozprawy. Doktorant samodzielnie

przeprowadzit nadekspresje i izolacje trzech biatek niezbednych do przeprowadzenia planowanych
badan, w tym polimerazy RNA z faga T7 i ligazy z faga T4 oraz biatka Ula wigzgcego RNA. Wykonat tez
synteze kilku czgsteczek RNA wedtug dwdch protokotéw. Dla krotkich RNA zawierajgcych motywy
powtdrzen nukleotydowych zastosowat metode chemiczng, a dla dtuzszych wariantéw metode
enzymatyczng. Poniewaz obydwie te metody sg rutynowe, wykonywane wedtug szczegétowo
opracowanych schematéw, wymagaty jedynie adaptacji do warunkdéw tutejszego laboratorium. Tym
nie mniej Doktorant opisat poszczegdlne kroki syntezy i metody oczyszczania produktéw syntezy
chemicznej RNA, prowadzonej w schemacie DMT-ON lub DMT-OFF. Czytajgc poszczegdlne opisy
odnosi sie wrazenie, ze tematyka syntezy chemicznej jest stabszg strong Doktoranta. Dato sie to
zauwazy¢ podczas lektury sekcji Wprowadzenie i wida¢ to takze tutaj. Np. w tabeli 4 wymieniajgcej
etapy izolacji/oczyszczania RNA zabrakto etapu usuwania grup ochronnych z zasad nukleinowych i
grupy fosforanowej. Takze oczyszczanie RNA nie odbywa sie ,za pomocy” tylko ,na” lub ,w zelu”
poliakrylamidowym. Przy opisie oczyszczania RNA metodg HPLC wazne jest zaznaczenie, jakiej
kolumny uzyto. Pytanie: czy faktycznie profil elucji RNA o dtugosci 43 nt (Ryc. 20C) odnosi sie do RNA
otrzymanego w trybie DMT-ON? Czy profile A i B tej samej ryciny przedstawiajg RNA po syntezie w
dwdch réznych trybach? Jesli tak, to RNA otrzymany w trybie DMT-ON powinien by¢ zanalizowany
takze po dodatkowej deprotekcji, a takiej analizy brak. Prosze o wyjasnienie, co to znaczy ,HPLC w
warunkach denaturujgcych” (str. 83)? Poza tym mam uwage generalng - wymaganiem dla
potwierdzenia struktury RNA, zaréwno krotkich jak i dtugich, jest zaprezentowanie widm / danych
analizy metoda spektrometrii mas LC-MS, czy tez TOF-MS. Czy takowa analiza byta wykonana i jesli
tak, prosze o przedstawienie danych w czasie obrony.

Drugim sposobem otrzymywania RNA byta transkrypcja in vitro, z uzyciem polimerazy RNA z faga T7.
Doktorant wykonat szereg badan zmierzajgcych do otrzymania RNA o scisle zdefiniowanej sekwenciji i



dtugosci tancucha. Wykorzystat przy tym katalityczne czgsteczki kwaséw nukleinowych o strukturze
rybozymu typu gtowa miotka lub spinka do reakcji transestryfikacji zachodzgcej w specyficznym
miejscu tancucha polinukleotydowego. Pomimo, ze otrzymat trzy rézne RNA z rybozymami na 3’-
koncu, lub 3’- i 5’-koncach, to nie udato sie otrzymaé jednorodnych chemicznie produktéw,
przydatnych do dalszych etapéw badani. Sukcesem natomiast zakonczyty sie préby transkrypcji in
vitro na matrycy DNA zawierajacej dwie jednostki 2’-OMe na 5’-koncu nici antysensowej. Ponadto,
uzycie GMP obok jednostek NTP zapewnito wprowadzenie na 5’-koniec tancucha RNA reszty 5’-O-
fosforanu guanozyny. Tak przygotowane oligonukleotydy RNA o dfugosci 51, 54 i 81 nukleotyddw
zawierajgce, odpowiednio, 11, 12 i 21 powtdrzen CUG zostaty poddane reakcji cyrkularyzacji.
Poniewaz Doktorant nie przedstawit analizy elektroforetycznej otrzymanych produktéw, prosze o
wyjasnienie szczegétow reakgji ligacji koricdw RNA: (i) czy byta uzywana matryca DNA? (ii) Czy byta
wykonana analiza elektroforetyczna produktéw? (iii) Czy sg dowody na utworzenie produktéw o
pozadanej strukturze? Pomimo, ze Doktorant wykazat jednoznacznie, ze otrzymane RNA wigzg sie do
biatka Ula, to nie powiodty sie préby krystalizacji komplekséw, nawet przy zastosowaniu réznych
proporcji RNA do biatka (1:1, 1:2 lub 1:3) czy tez trzech réznych temperatur. Tak wiec, pierwszy cel
rozprawy, polegajacy na opracowaniu protokotu produkcji RNA o strukturze spinki, stabilizacji tych
RNA do krystalizacji oraz wyznaczenie struktury przestrzennej zaprojektowanych czgsteczek RNA
nie do konca zostat zrealizowany, a by¢ moze mégtby zostac osiggniety gdyby podjeto kolejne préby
krystalizacji. Moim zdaniem sprawdzenie tylko 192 réznych warunkéw krystalizacji nie byto
wystarczajgce przy tak znacznym wysitku wtozonym w uzyskanie modeli do badan. Podobnie, dosy¢
sceptycznie oceniam nieudang probe zbadania struktury komplekséw CUG11, CUG12 i CUG21 z
biatkiem Ula w réznych stezeniach za pomoca techniki cryo-EM, wiedzac, ze dotychczas tg technika
udato sie zbadac jedynie znacznie wieksze czgsteczki RNA i to z niezbyt duza rozdzielczoscia.

W przeciwienstwie do wyzej opisanych niepowodzen drugi cel projektu zostat osiggniety i uzyskano
nowe, oryginalne wyniki naukowe. W badaniach tych Doktorant podjat sie wyznaczenia struktury
przestrzennej kompleksu RNA o sekwencji G,Cs z syntetyczng czasteczkg ANP77. Swoje uwagi
odnosnie syntezy opisatam weczesniej, dlatego teraz skupie sie jedynie na uzyskanych wynikach.
Czasteczka o sekwencji G,Cs jest fragmentem antysensowego mRNA dla biatka generujacego
stwardnienie zanikowe boczne oraz otepienie czotowo-skroniowe. Doktorant z powodzeniem
przeprowadzit krystalizacje syntetycznie otrzymanego 6-nukleotydowego RNA, takze w mieszaninie z
ligandem ANP77. Niestety, nie pochwalit sie w rozprawie fotografiag otrzymanych krysztatéw, a
szkoda. Ich strukture rozwigzat z rozdzielczoscia, odpowiednio 1,1 i 1,58 A. Wykazat, ze w komérce
elementarnej znajdujg sie cztery nici RNA, ustawione wzgledem siebie w bardzo interesujgcy sposob,
a mianowicie tworzg tetramer, w ktédrym dupleks Watsona-Cricka nici A i B wigze sie z dupleksem W-
C nici Ci D, a dupleksy te oddziatujg ze sobg poprzez utworzenie czterech par Hoogsteena - dwdch
reszt C z nici B z dwiema resztami G z nici D oraz dwdch reszt C z nici C z dwiema resztami G z nici A.
Interesujacy jest wynik pokazujacy, ze ligand o strukturze dwdch oddziatujacych ze sobg warstwowo
pierscieni 2-amino-1,8-naftyrydonu potgczonych linkerem alkilowym, tworzy dwie pseudokanoniczne
pary zasad z dwiema terminalnymi resztami cytydyn jednego z duplekséw. Natomiast drugi koniec z
dwiema resztami cytydyn zaangazowany jest w oddziatywania wyzszego rzedu, utworzone pomiedzy
kolejnymi tetramerami w sieci krystalicznej. Podobne oddziatywania pomiedzy tetramerami zostaty
zidentyfikowane dla krysztatu bez liganda. Tutaj Doktorant bardzo skrupulatnie opisat wszystkie
zidentyfikowane kontakty i przeanalizowat tryplety typu C- C* - C tworzace sie pomiedzy tetramerami
w sieci krystalicznej, w ktérych jedna reszta cytozyny jest protonowana i poprzez trzy wigzania
wodorowe oddziatuje z resztg C z sgsiedniej nici, tak jak to zostato pokazane na Ryc. 29. Doktadne
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fragmenty struktury RNA G,Cs i kompleksu G,C4,-ANP77 zostaty pokazane na rycinach 26-33. Finalnie
Doktorant przeprowadzit badania termodynamicznej trwatosci czasteczki RNA oraz jej kompleksu z
ligandem ANP77 podczas przejscia komplekséw od formy tetrapleksu do formy liniowej. Badania
zostaty wykonane za pomocag skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC). Wykazat, ze trwatosc¢
komplekséw jest zalezna zaréwno od pH roztworu jak i od obecnosci liganda. Najbardziej trwate
okazaty sie kompleksy w najnizszym pH (5,26), co sugeruje wzrost trwatosci struktur spowodowany
protonowaniem niektdérych reszt cytozyn i tworzenia wczesniej zidentyfikowanych trypletéw C. Poza
tym, w badanych strukturach wystepujg tryplety typu C* - G-C, ktdrych tworzenie jest rédwniez
zwigzane z protonowaniem reszty cytozyny i prawdopodobnie z tworzeniem tzw. i-motywu. W pH
nieco wyzszym, a mianowicie przy wartosci 6.0, Doktorant zauwazyt dwa przejscia w profilu DSC:,
wysokotemperaturowe dla dysocjacji struktury tetrameru i niskotemperaturowe dla dysocjacji
sktadowych duplekséw. Rozwazania strukturalne doprowadzity Doktoranta do zaproponowania
modelu pokazanego na Ryc. 35, w ktorych dtugie ciggi powtdérzen G,C4 w mRNA genu C9orf72 mogg
formowac potréjng helise sktadajaca sie z ciggu trzech réznych trypletéw, a mianowicie C-C*-C, C*-G-C
i G-C-G. Podsumowujgc, Doktorant wykazat tworzenie sie do tej pory niezidentyfikowanych struktur
antysensowego mRNA genu C9orf72, ktére mogg réwniez mie¢ znaczenie w patogenezie choréb
neurodegeneracyjnych.

Do tej czesci rozprawy mam tylko kilka niewielkich uwag, a mianowicie: czy prawda jest, ze , wyzsze
tempo” protonowania reszty cytozyny prowadzito do wzmocnienia interakcji Hoogsteena w
trypletach C? Czy w tym przypadku chodzi raczej o efektywno$é protonowania, a nie o tempo? Nie
badano kinetyki tworzenia struktury G,Cs w zmiennym pH. Czesto uzywane sformutowanie
y,konformacja typu stacked” powinno by¢ nazwane ,konformacja zapewniajgca asocjacje
warstwowg”. Nie rozumiem co autor miat na mysli piszac: ,Metoda ma te przewage nad
standardowg krystalizacjg, ze nie wymaga do determinacji struktury biomolekut uzyskania
krysztatéw” czy tez ,Z wyiszg rozdzielczoscig ... zdeterminowano strukture ... ryboprzetgcznika RNA”
(str. 86).

Podsumowujac stwierdzam, ze Doktorant wykazat sie wiedzg w tematyce rozprawy doktorskiej i po
czesci zrealizowat zatozone cele badawcze, zgodnie z wysokimi standardami naukowymi, uzyskujac
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Pod wzgledem merytorycznym rozprawa stanowi
oryginalny wktad w rozwéj wiedzy na temat molekularnych podstaw choréb neurodegeneracyjnych.
Pomimo niepowodzen w zakresie krystalizacji dtuzszych fragmentdw RNA kodujacych ciagi
powtdrzen CUG zidentyfikowanych w sensowym mMRNA biatka C9orf72, Doktorant rozwigzat
strukture kompleksu krotkiego RNA o sekwencji G,Cs, takze w kompleksie w ligandem bis-1,8-
naftyrydynowym. Wykazat, ze badane RNA tworzg uporzgdkowane struktury tetrapleksowe, ktére w
sieci krystalicznej wykazujg powstawanie niekanonicznych trypletéw zasad. Wykazat, ze
termodynamiczna trwatos¢ tych struktur jest zalezna od pH, a wiec protonowania reszt cytozyny,
oraz od obecnosci liganda bis-1,8-naftyrydynowego. W badaniach o charakterze interdyscyplinarnym
wykonano nadekspresje biatek w systemie bakteryjnym, a takize zostaty zastosowane metody z
zakresu: a) chemicznej i enzymatycznej syntezy kwaséw nukleinowych, b) krystalografii kwasow
nukleinowych, c) kriomikroskopii elektronowej, a takze d) skaningowej kalorymetrii roznicowej, co
wymagato od Doktoranta zdobycia nowej wiedzy i doswiadczenia. Jako$¢ naukowa uzyskanych
wynikéw jest odpowiednia dla uzyskania stopnia doktora i wykazuje wymagany stopied nowosci,
potwierdzony opublikowaniem jednej pracy naukowej, w ktorej Doktorant jest pierwszym autorem.



Tekst rozprawy zostat przygotowany porzadnie, a swoje uwagi dotyczace watpliwosci i niedociggniec
umiescitam w tresci recenzji i spodziewam sie ozywionej dyskusji w trakcie publicznej obrony
rozprawy. Doktorant swietnie dat sobie rade 1z interpretacjag otrzymanych wynikow
krystalograficznych, co dobrze swiadczy o posiadanej wiedzy teoretycznej i praktycznej zdobytej w
trakcie przygotowywania rozprawy doktorskie;j.

W mojej opinii Pan mgr Inz. Tomasz Ryczek zrealizowat w wiekszosci zatozone cele badawcze.
Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim.

Whniosek koricowy

Na podstawie wyzej omdéwionych osiggnieé stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie
wyiszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.)
oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr. 56/2023/Internet z dnia 29
marca 2023 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie
mgr. inz. Marcina Ryczka do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.
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