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»Badania strukturalne RNA o znaczeniu w patogenezie choréb
neurodegeneracyjnych”

Zgodnie z przestanym pismem z dnia 17 paZdziernika 2023 r. rozprawa zostata
przedstawiona Radzie Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii
Nauk w Poznaniu w celu uzyskania stopnia doktora w dziedzinie: nauki sciste
i przyrodnicze, dyscyplina: nauki biologiczne. Praca zostata wykonana w Zaktadzie
Struktury i Funkcji Biomolekut Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN pod kierunkiem
dr hab. Agnieszki Kiliszek, prof. IChB PAN.

Rozprawe Pana mgr. inz. Marcina Ryczka stanowi klasyczna praca w jezyku
polskim, liczaca 120 stron. Sktada sie z siedmiu rozdziatéw w nastepujacej kolejnosci:
Cel pracy, Wprowadzenie, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski oraz
Literatura. Na dodatkowych stronach umieszczono spis tresci, spis 35 rycin i 9 tabel,
wykaz skrétéw, streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Bibliografia obejmuje 248
wiaéciwie cytowanych odnoénikéw literaturowych w postaci oryginalnych publikacji
naukowych w jezyku angielskim. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze prace te byty
opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych, a dodatkowo wiele z nich
pochodzi z ostatnich kilku lat, co $wiadczy o aktualnym stanie wiedzy z tego zakresu.

W rozdziale pierwszym wyraznie sformutowano cel pracy, polegajacy na
poznaniu struktur przestrzennych RNA, ktére majg znaczenie w patogenezie choréb
neurodegeneracyjnych. Postawiono dwa giéwne zadania do realizacji. Pierwsze
polegato na opracowaniu protokofu produkcji RNA o strukturze spinki, opracowaniu
warunkéw krystalizacji i stabilizacji RNA oraz wyznaczeniu struktury przestrzennej
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zaprojektowanych czagsteczek RNA. Drugie zadanie obejmowato wyznaczenie
struktury tréjwymiarowej kompleksu RNA z syntetyczng czasteczka ANP77, pochodna
2- amino-1,8-naftyrydyny, oraz okreslenie jej potencjatu terapeutycznego.

Rozdziat drugi to bardzo dobre opracowanie zagadnief dotyczgcych choréb
neurodegeneracyjnych zwigzanych z nadmierng ekspansjg nukleotydéw. Zwrécitam
szczeg6lng uwage na bardzo przejrzystg Tabele 1, w ktérej Doktorant zestawit liczby
powtodrzen nukleotydéw w DNA u zdrowych osobnikow z liczba powtdrzert w stanach
patologicznych. W kolejnych podrozdziatach omodwit znaczenie struktury RNA
w biologii, opisat struktury spinkowe RNA w swietle badan krystalograficznych,
poruszyt problem niestabilnosci spinki RNA w wysokich stezeniach RNA i soli oraz jej
sktfonnos¢ do tworzenia dupleksow. Dalej Doktorant pokazat dwa sposoby
otrzymywania RNA do badan krystalograficznych: synteze chemiczng na podtiozu
statym dla stosunkowo krotkich oligomerdw i transkrypcje in vitro dla dtuzszych.
Zwrécit uwage na czystosé ijednorodnosé produktéw. Docenit tutaj uzytecznosc
rybozyméw, ktére umotliwiaja produkcje jednorodnych koncow czasteczek RNA oraz
zwiekszajg efektywno$¢ transkrypcji in vitro. W dalszej czesci Wprowadzenia
scharakteryzowano stwardnienie zanikowo-boczne (ALS, z ang. amyotrophic lateral
sclerosis) i otepienie czotowo-skroniowe (FTD, z ang. frontotemporal dementia) oraz
wskazano przyczyne patologii jakg jest mutacja w genie C9orf72, w tym powtdrzenia
G,C,.. Poruszono zagadnienia zwigzane ze strategia projektowania lekow,
uwzgledniajaca interakcje matych czasteczek ze specyficznymi regionami RNA poprzez
wiazania wodorowe, oddziatlywania warstwowe, koordynacyjne, elektrostatyczne oraz
oddziatywania van der Waalsa. Wspomniano o wiasciwosciach przeciwbakteryjnych
i przeciwwirusowych cyklofanéw jako inhibitoréw proteazy HIV. Z kolei pochodne 1,8-
naftyrydyny przedstawiono jako obiecujace zwiazki chemiczne do identyfikacji
niesparowanych nukleotydéw wystepujacych w strukturach RNA z nadmiernymi
powtdrzeniami. Grupa prof. Nakataniego otrzymata czasteczki okreslane jako ligandy
wiazace niesparowane nukleotydy (MBLs, z ang. mismatch binding ligands), w tym
ligand ANP77, ktory zostat uzyty w tej pracy. W zaleznosci od pH moze on wystapic
w formie mono- lub dikationu o réinej konformacji. Badania krystalograficzne maja
pozwoli¢ na okreélenie konformacji oraz sposobu interakcji pomigdzy ANP77 a RNA.
Ta czeé¢ pracy odzwierciedla szeroky wiedzg Doktoranta | bardzo dobre
przygotowanie teoretyczne.

Niewatpliwie na uznanie zastuguje bogaty warsztat badawczy Doktoranta.
W rozdziale trzecim Pan mgr Inz. Marcin Ryczek przedstawia réznorodng (18
rodzajow), specjalistyczng aparature wykorzystang w toku realizacji doktoratu,
stosowane odczynniki chemiczne i biochemiczne, bufory, roztwory, pozywki oraz



uiyte konstrukty RNA. W Metodach Doktorant opisuje produkcje polimerazy T7
i ligazy RNA T4, produkcje biatka Ula-RBD, synteze chemiczng RNA, transkrypcje in
vitro, sposoby oczyszczania, cyrkularyzacje RNA, badanie interakcji RNA-biatko metoda
EMSA (z ang. Elektrophoretic Mobility Shift Assay) oraz rentgenowsks analize
strukturalng. Skaningowa kalorymetria réznicowa zostata wykorzystana do pomiaru
temperatury topnienia konstruktu G,C, oraz kompleksu G,C, z ANP77 w rdinych
warunkach pH. Mikroskopie elektronowga w warunkach niskiej temperatury dla
konstruktéow RNA (CUG11Ula, CUG12-Ula, CUG21-Ula) Doktorant wykonat
w Narodowym Centrum Promieniowania Synchrotronowego SOLARIS w Krakowie.

Uzyskane wyniki Pan mgr Inz. Ryczek przedstawit w rozdziale czwartym. Udato
sie mu opracowac protokét produkcji stabilnych struktur spinkowych RNA zaréwno na
drodze syntezy organicznej, ktérg prowadzit w dwéch podejsciach: DMT-OFF (grupa
5' DMT jest usuwana z ostatniego syntetyzowanego nukleotydu) i DMT-ON (grupa
5' DMT jest zachowana i dalej wykorzystana w dodatkowym etapie oczyszczania) jak
ina drodze transkrypcji in vitro (z wykorzystaniem polimerazy T7). W celu
rozwigzania probleméw dotyczacych heterogennosci 3'-korica RNA, Doktorant
zaprojektowat i zsyntetyzowat trzy konstrukty: (i) RNA-HH z rybozymem typu gtowa
miotka (HH) na 3' koricu, (ii) HH-RNA-HH z rybozymem typu HH na 5" i 3'-koricu, (iii)
HH-RNA-HP z rybozymem typu gtowa mtotka na 5'-koricu oraz rybozymem typu spinki
(HP) na 3'-koricu. W celu poprawy jednorodnosci produktu, zaprojektowat
i zsyntetyzowat matryce DNA z dwiema resztami nukleotydowymi zawierajacymi
C2'- metoksyl na 5'-koricu nici antysensownej kodujacej docelowe RNA (bez lub
w obecnoéci guanozyny albo guanozyno-5'-monofosforanu, GMP). Zanim podjeto
préby okreélenia struktury konstruktéw RNA, wykonano predykcje ich struktury
drugorzedowej przy uzyciu programu RNAStructure, ktére potwierdzity, ze
zaprojektowane przez Doktoranta sekwencje formuja strukture spinki. Krystalizacja
w 192 réznych warunkach nie data upragnionych krysztatéw, wigc podijeto prébe
okreélenia struktury za pomocg mikroskopii elektronowej. Niestety i ta proba
zakoficzyta sie niepowodzeniem. Dopiero krystalizacja kompleksu G,C, z ANP77 oraz
oligomeru G,C, doprowadzita do otrzymania monokrysztatéw odpowiednich do badan
dyfrakcyjnych. Strukture rozwigzano i udokfadniono do satysfakcjonujgcych
wskaznikébw R i Rie. Autor rozprawy opisuje zaréwno drugorzedowy jak
i trzeciorzedowa strukture G,C, z czasteczka ANP77 i bez ANP77. Zwraca uwage na
podobieristwa, ktére odnosza sie do dwdch oddziatujacych ze soba duplekséw,
tworzacych jeden tetramer, iro6znice : dwie reszty cytydyny, ktore znajduja sie na
koricu 5' nici A oddziatujq z czasteczka ANP77. Analizowano pary kanoniczne
Watsona-Cricka (G-C) oraz pary Hoogsteena (guanina z protonowang resztg cytozyny).
W strukturze oligomeru G,C, uktad C-C'+C odgrywa waina rolg w utozeniu czagsteczek
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G,C, w sieci krystalicznej. Z kolei ligand ANP77 w konformacji stacked oddziatuje
z dwiema wystajacymi resztami cytozyny w nici A poprzez trzy wigzania wodorowe,
tworzac pseudokanoniczne pary zasad. Doktorant szczegétowo opisat i zilustrowat
oddziatywanie liganda z resztami cytydyny nici A tetrameru G,C, oraz oddziatywanie
czasteczki ANP77 i reszty cytydyny na pozycji 5 nici A tetrameru z czgsteczkg wody.
Zwrdcit tez uwage na utozenie reszt cytydyny w sieci krystalicznej struktury G.C,
z czasteczkg ANP77. Skaningowa kalorymetrie réznicowa oligomeru G,C, wykonano
w trzech warunkach pH: 5,26, 6,0 (warunki krystalizacji) i 7,0. i wyznaczono
temperatury topnienia dla kazdego warunku, co pokazano w Tabeli 9. Uzyskane wyniki
zostaty przedstawione rzetelnie i na wysokim poziomie naukowym.

Dyskusje wynikéw Autor rozprawy rozpoczyna od tego, jak rozwigzat gtéwny
problem w krystalizowaniu RNA o strukturze spinki poprzez kowalencyjne zamknigcie
tejze spinki za pomoca ligazy RNA T4, dzieki czemu cyrkularyzowany faricuch RNA jest
bardziej stabilny. Pan mgr inz. Ryczek zwraca uwage na szczegbty eksperymentaine,
ktore byly kluczowe w syntezie chemicznej RNA, na przykfad: rozpuszczenie
wszystkich reagentéw w acetonitrylu o najnizszej zawartosci wody (do 20 ppm), uzycie
wysokiej jakoéci amidofosforynéw z blokada TOM nad TBDMS, oczyszczanie metoda
DMT-ON lepsze niz DMT-OFF. Dalej Doktorant pokazuje zalete¢ metody
wykorzystujacej modyfikowang matryce DNA do transkrypcji in vitro, dzigki ktorej
tatwo otrzymuje sie monofosforan na koricu 5' pozadanego RNA. Podkresla, iz
monofosforan na 5'- koricu RNA jest niezbedny do reakcji cyrkularyzacji RNA przy
udziale ligazy RNA T4 i ze stezenie MPG musi by¢ okoto 3 razy wyisze niz guanozyno-
5'-trifosforanu, GTP. Produkcja RNA przy uzyciu polimerazy RNA T4 wymaga
przynajmniej jednej reszty guanozyny na poczatku sekwencji do rozpoczecia
transkrypcji. Sposobem na to jest uzycie rybozyméw. Doktorant uzyt rybozymu typu
gtowa mtotka oraz typu spinki. Kolejne problemy do rozwiazanie to: niska wydajnos¢
transestryfikacji rybozyméw i ich oddzielenie od pozadanego RNA. Doktorant
zauwaia, ze rybozym nie moze byé tej samej diugosci co pozadany RNA. Trzeci
problem to grupy chemiczne, generowane podczas transestryfikacji fancucha RNA.
Kiedy uzyjemy rybozymu typu gtowa mtotka i typu spinki na 5'-koricu RNA pojawia sie
grupa hydroksylowa, a na koricu 3' RNA powstaje 2',3'-cykliczny fosforan, ktéry przed
cyrkularyzacjag nalezy usunac. Fosforylacja kofica 5' przy uzyciu kinazy
polinukleotydowej T4 z aktywnoscia fosfatazy rozwigzuje ten problem, ale nastepuje
wzrost kosztéw i zmniejszenie wydajnosci. W dyskusji oprécz aspektow syntetycznych
poruszane sa aspekty strukturalne sekwencji GG, ktéra jest zwigzana ze
stwardnieniem zanikowym bocznym i otgpieniem czotowo-skroniowym. Doktorant na
podstawie wiasnych badar zaproponowat model, w ktérym dtugie ciggi powtdrzen
G,C, moga formowa¢ potrdjna helise (ciag trzech réznych trypletéw: C-C*eC, C'eG-C
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i GoC-G). Zauwaza, ze protonowanie reszt cytozyn prowadzi do wzmocnienia interakgji
Hoogsteena w trypletach. Autor wyjasnia, dlaczego pomimo obecnosci dwéch miejsc
wigzania tylko jedna czasteczka ANP77 wigze sie w badanym krysztale. Dyskutuje
réwniez role tacznikéw liganda ANP77 w dopasowywaniu sie do ksztattu helisy RNA.
Pisze o optymalnej liczbie atoméw wegla w taczniku ANP77. Trafne wnioski, poparte
odpowiednimi dowodami oraz prowadzenie wielowgtkowej dyskusji $wiadcza
o dojrzatosci naukowej Kandydata do stopnia naukowego doktora

Cele nakreslone przez Doktoranta na poczatku rozprawy zostaty zrealizowane,
co pokazano w Podsumowaniu.

Prace czyta sie bardzo dobrze. Autor w sposdb jasny i zrozumiaty przedstawia
poszczegélne kwestie. Uzywa poprawnego jezyka. Nie zauwaiytam w tekscie
elementéw zargonu laboratoryjnego. Znalaztam jedynie kilka tzw. literéwek, na
przyktad na stronie 56 zamiast ,programu CrysAllisPro” powinno by¢ ,programu
CrysAlisPro”, na stronie 74 w wyrazeniu ,para Hogsteena” nalezy dopisa¢ drugie ,,0”
w nazwisku znanego naukowca, natomiast w zdaniu ,Wyciety prazek z pozadanym
RNA poddatem elektroleucji” (strona 85) Autor miat zapewne na mysli
elektroelucje”. W spisie skrétéw pominigeto ANP77. Z kolei na stronie 86 w zdaniu
,Z Wyisza rozdzielczo$cig zdeterminowano strukture 40 kDa SAM-IV ryboprzetacznika
RNA” w miejsce wyrazu ,zdeterminowano” wpisatabym ,okreélono” Iub
»,Wyznaczono”.

Pytania, ktére nasunety sie mi po lekturze tej rozprawy s nastgpujace:

1) Czy podejmowat Pan préby wykorzystania rybozymu HDV pozyskanego
z wirusa zapalenia watroby typu D (HDV, z ang. hepatitis delta virus) do
przygotowania RNA do krystalizacji?

2) Czy rozpoznano konwersjg grupy iminowej na aminowa podczas protonowania
reszty cytydyny?

3) Jakie kryterium zostato uzyte do wyznaczenia wigzari wodorowych w badanych
krysztatach?

4) Jakie mozliwosci i ograniczenia napotkat Pan w trakcie wykonywania pomiaréw
dyfrakcyjnych dla obu monokrysztatéw?

5) Prosze o doprecyzowanie czy dane w Tabeli 8 (str. 72) dotycza wszystkich
atomoéw czy tylko niewodorowych?

6) Jak okreélano pozycje atomu wodoru w mostkach wodorowych?



Czes¢ wynikow tego doktoratu zostata opublikowana w wieloautorskiej pracy,
w ktérej Pan Marcin Ryczek jest pierwszym autorem. Praca pt. Overview of Methods
for Large Scale RNA Synthesis ukazata sie w Applied Sciences w 2022 roku. Na
konferencji RNA meeting w 2021 Doktorant prezentowat poster pt. Overview of large
scale RNA synthesis. Z kolei na konferencji 23™ Heart of Europe Bio-Crystallography
meeting wyglosit referat pt. Large scale RNA synthesis for crystallographic studies.
Brat tez udziat w warsztatach z krystalografii biatek ProtXRD zorganizowanych
w Krakowie w lipcu 2019 roku.

O randze prowadzonych badan swiadczy pozyskanie Srodkéw przez Panig
Promotor, dr hab. Agnieszke Kiliszek w ramach grantu NCN SONATA BIS
2017/26/E/NZ1/00950: pt. Opracowanie metodologii umozliwiajqcej stabilizacje RNA
w formie spinki do badan krystalograficznych.

Ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny i wage podejmowanych
problemdw rozprawa doktorska Pana mgr. inz. Marcina Ryczka zastuguje na
wyroéinienie.

W uzasadnieniu chciatabym podkreslié nastepujace aspekty: (i) opracowanie
protokotu i przewodnika o tym jak skutecznie pozyska¢ RNA do badan
krystalograficznych (ii) praca zostata napisana bardzo dobrym jezykiem i posiada
bogata szate graficzna, (iii) dojrzata dyskusja (iv) dane strukturalne moga stuzyc
w projektowaniu lekow .

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone
w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym 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
etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.

& Botbzak- Slamto

dr hab. Elzbieta Bartoszak-Adamska, prof. UAM
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