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zogulowonej

oBodonia strukumlne RNA o zndczeniu t potoqenezie chordb

n e u ro d eg e n e rd cyj nyc hD

Zgodnie z przeslanym pismem z dnia L7 paidziernika 2023 r. rozprawa zostala

przedstawiona Radzie Naukowej lnstytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii

Nauk w Poznaniu w celu uzyskania stopnia doktora w dziedzinie: nauki 5ciste

iprzyrodnicze, dyscyplina: nauki biologiczne. Praca zostala wykonana w Zaktadzie

Struktury iFunkcji Biomolekul lnstytutu Chemii Bioorganicznej PAN pod kierunkiem

dr hab. Agnieszki Kiliszek, prof. lChB PAN.

Rozprawe Pana mgr. in2. Marcina Ryczka stanowi klasyczna praca w jqzyku

polskim, liczqca 120 stron. Sktada siq z siedmiu rozdzial6w w nastepujacej kolejno(ci:

Cel procy, Wprowodzenie, Moterioly i Metody, Wyniki, Dyskusio, Wnioski oroz

Literaturo. Na dodatkowych stronach umieszczono spis tre6ci, spis 35 rycin i 9 tabel,

wykaz skr6t6w, streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Bibliografia obejmuje 248

wtasciwie cytowanych odnoSnik6w literaturowych w postaci oryginalnych publikacji

naukowych w jezyku angielskim. Na podkre6lenie zasluguje fakt, ie prace te byty

opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych, a dodatkowo wiele z nich

pochodzi z ostatnich kilku lat, co Swiadczy o aktualnym stanie wiedzy z tego zakresu.

W rozdziale pierwszym wyrainie sformulowano cel pracy, polegajqry na

poznaniu struktur przestrzennych RNA, kt6re majq znaczenie w patogenezie chor6b

neurodegener:lryjnych. Postawiono dwa gl6wne zadania do realizacji. Pierwsze

polegalo na opracowaniu protokolu produkcji RNA o strukturze spinki, opracowaniu

warunk6w krystalizacji i stabilizacji RNA oraz wyznaczeniu struktury przestrzennej
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zaprojektowanych czqsteczek RNA. Drugie zadanie obejmowalo wyznaczenie
struktury tr6jwymiarowej kompleksu RNA z syntetycznq czqsteczkq ANp77, pochodnq

2- amino-1,8-naftyrydyny, oraz okre5lenie jej potencjatu terapeutycznego.

Rozdzial drugi to bardzo dobre opracowanie zagadnieri dotyczqcych chor6b
neurodegeneracyjnych zwiqzanych z nadmiernq ekspansjq nukleotyd6w. Zwr6citam

szczeg6lnq uwagQ na bardzo przejrzystq Tabelq 1, w kt6rej Doktorant zestawit liczby

powt6rzed nukleotyd6w w DNA u zdrowych osobnik6w z liczbq powt6rzef w stanach

patologicznych. W kolejnych podrozdzialach om6wil znaczenie struktury RNA

w biologii, opisal struktury spinkowe RNA w Swietle badafi krystalograficznych,

poruszyt problem niestabilnoici spinki RNA w wysokich stq2eniach RNA i soli oraz jej

sklonno6d do tworzenia dupleks6w. Dalej Doktorant pokazal dwa sposoby

otnymywania RNA do badari krystalograficznych: syntezq chemicznq na podto2u

statym dla stosunkowo kr6tkich oligomer6w i transkrypcjQ in vitro dla dluiszych.

Zwr6cit uwagq na czysto66 ijednorodnoSd produkt6w. Docenil tutaj uiytecznoSi

rybozym6w, kt6re umoiliwiajA produkcje jednorodnych ko6c6w czQsteczek RNA oraz

zwiqkszajE efektywno3d transkrypcji in vitro. W dalszej czq€ci Wprowodzenio

scharakteryzowano stwardnienie zanikowo-boczne (ALS, z ong. omyotrophic lateral

sclerosis) i otqpienie czotowo-skroniowe (FTD, z ong. frontotemporol dementio) orcz

wskazano przyczyne patologii jakq jest mutacja w genie C9orf72, w tym powt6rzenia

GrCn, Poruszono zagadnienia zwiqzane ze strategiq projektowania lek6w,

uwzgledniajEca interakcjq malych czEsteczek ze specyficznymi regionami RNA poprzez

wiqzania wodorowe, oddzialywania warstwowe, koordynacyjne, elektrostatyczne oraz

oddziatywania van der Waalsa. Wspomniano o wlaSciwo5ciach przeciwbakteryjnych

i przeciwwirusowych cyklofan6w jako inhibitor6w proteazy HlV. Z kolei pochodne 1,8-

naftyrydyny przedstawiono jako obiecujQce zwiqzki chemiczne do identyfikacji

niesparowanych nukleotyd6w wystqpujqcych w strukturach RNA z nadmiernymi

poM6rzeniami. Grupa prof, Nakatanie8o otrzymala czasteczki okre6lane jako ligandy

wiq2qce niesparowane nukleotydy (MBLs, z ang, mismotch binding ligonds), w tym

ligand ANP77, kt6ry zostal u2yty w tej pracy. W zaleino(ci od pH moie on wystqpii

w formie mono- lub dikationu o r62nej konformacji. Badania krystalograficzne maje

pozwolic na okreSlenie konformacji oraz sposobu interakcji pomiqdzy ANP77 a RNA.

Ta czqSC pracy odzwierciedla szerokq wiedzq Doktoranta i bardzo dobre

przygotowan ie teoretyczne.

Niewqtpliwie na uznanie zasluguje bogaty warsztat badawczy Doktoranta.

w rozdziale trzecim Pan mgr ln2. Marcin Ryczek przedstawia r6inorodnq (18

rodzaj6w), specjalistycznq aparaturQ wykorzystana w toku realizacji doktoratu,

stosowane odczynniki chemiczne i biochemiczne, bufory roztwory poiywki oraz



uiyte konstrukty RNA. W Metodoch Doktorant opisuje produkcjq polimerazy T7

iligazy RNA T4, produkcjq biatka U1a-RBD, syntezq chemicznA RNA, transkrypcjg in
vitr4 sposoby oczyszczania, cyrkularyzacjq RNA, badanie interakcji RNA-biatko metodq

EMSA (z ong. Elektrophoretic Mobility Shift Assoyl oraz rentgenowskq analizq

strukturalnq. Skaningowa kalorymetria r6inicowa zostala wykorzystana do pomiaru

temperatury topnienia konstruktu GzCa or?z kompleksu GzCr z ANP77 w r62nych

warunkach pH. Mikroskopiq elektronowq w warunkach niskiej temperatury dla

konstrukt6w RNA (CUG11U1a, CUG12-U1a, CUG2L-U1a) Doktorant wykonal

w Narodowym Centrum Promieniowania Synchrotronowego SOLARIS w Krakowie.

Uzyskane wyniki Pan mgr ln2. Ryczek pzedstawil w rozdziale czwartym. Udalo

siq mu opracowa6 protok6t produkcji stabilnych struktur spinkowych RNA zar6wno na

drodze syntezy organicznej, kt6r4 prowadzit w dw6ch podej6ciach: 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 vitto (z wykorzystaniem polimerazy T7). W celu

rozwiqzania problem6w dotyczQcych heterogenno6ci 3'-kofica RNA, Doktorant

zaprojektowal i zsyntetyzowal trzy konstrukty: (i) RNA-HH z rybozymem typu glowa

mlotka (HH) na 3' koicu, (ii) HH-RNA-HH z rybozymem typu HH na 5' i 3'-koficu, (iii)

HH-RNA-HP z ryborymem typu glowa mlotka na S'-kofcu oraz rybozymem typu spinki

(HP) na 3'-koricu. W celu poprawy jednorodno6ci produktu, zaprojektowal

i zsyntetyzowal matryce DNA z dwiema resztami nukleotydowymi zawierajqcymi

C2'- metoksyl na S'-korlcu nici antysensownej kodujqcej docelowe RNA (bez lub

w obecno6ci guanozyny albo guanozyno-5'-monofosforanu, GMP). Zanim podjqto

pr6by okreSlenia struktury konstrukt6w RNA, wykonano predykcje ich struktury

drugorzqdowej przy uiyciu programu RNAstructure, kt6re potwierdzily, ie

zaprojektowane przez Doktoranta sekwencje formuja strukture spinki. Krystalizacja

w 192 r6inych warunkach nie dala upragnionych krysztal6w, wiec podjQto pr6be

okre(lenia struktury za pomoce mikroskopii elektronowej. Niestety ita pr6ba

zakoficzyta siq niepowodzeniem. Dopiero krystalizacja kompleksu Gzcq z ANP77 oraz

oligomeru GzCq doprowadzila do otrrymania monokrysztal6w odpowiednich do badafi

dyfrakcyjnych. Strukturq rozwiqzano i udokladniono do satysfakcjonujEcych

wskainik6w R i Rr,"". Autor rozprawy opisuje zar6wno drugorzqdowq jak

itrzeciorzqdowa strukture G2c4 z czqsteczkq ANP77 i bez ANP77. Zwraca uwage na

podobieistwa, kt6re odnoszq siq do dw6ch oddziatujacych ze soba dupleks6w,

tworzqcych jeden tetramer, ir6inice : dwie reszty cytydyny, kt6re znajdujE sie na

ko6cu 5, nici A oddzialujQ z czasteczkq ANP77. Analizowano pary kanoniczne

watsona-cricka (G-c) oraz pary Hoogsteena (guanina z protonowana reszta cytozyny).

w strukturze oligomeru Gzcr uktad c-c.c odgrywa wainq rolq w utoieniu czqsteczek
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GzCr w sieci krystalicznej. Z kolei ligand ANp77 w konformacji stocked oddzialuje
z dwiema wystajacymi resztami cytozyny w nici A poprzez trzy wiazania wodorowe,
tworzAc pseudokanoniczne pary zasad. Doktorant szczeg6towo opisal izilustrowat
oddziatywanie liganda z resztami cytydyny nici A tetrameru GzCr omz oddzialywanie
cz4steczki ANP77 i reszty cytydyny na porycji 5 nici A tetrameru z czqsteczkq wody.

Zwr6cil te2 uwage na utoienie reszt rytydyny w sieci krystalicznej struktury G2C4

z czqsteczkq ANP77. Skaningowq kalorymetriq r62nicowq oligomeru G2Ca wykonano

w tzech warunkach pH: 5,26 6,0 (warunki krystalizacji) i 7,O. i wyznaczono

tempemtury topnienia dla ka2dego warunku, co pokazano w Tabeli 9. Uryskane wyniki

zostaty przedstawione rzetelnie i na wysokim poziomie naukowym.

Dyskusjq wynik6w Autor rozprawy rozpoczyna od tego, jak rozwiqzat gl6wny

problem w krystalizowaniu RNA o strukturze spinki poprzez kowalencyjne zamkniqcie

tejie spinki za pomoca ligazy RNA T4 dziqki czemu cyrkularyzowany laicuch RNA jest

bardziej stabilny. Pan mgr ini. Ryczek zwraca uwage na szczeg6ly eksperymentalne,

kt6re byty kluczowe w syntezie chemicznej RNA, na przyklad: rozpuszczenie

wszystkich reagent6w w acetonitrylu o najniiszej zawarto3ci wody (do 20 ppm), u2ycie

wysokiej jakoici amidofosforyn6w z blokadq TOM nad TBDMS, ocryszczanie metodA

DMT-ON lepsze nii DMT-OFF. Dalej Doktorant pokazuje zalete metody

wykorzystujAcej modyfikowanq matryce DNA do transkrypcji in vitro, dziqki kt6rej

latwo otrzymuje siq monofosforan na koficu 5' po2qdanego RNA. Podkre(la, i2

monofosforan na 5'- koticu RNA jest niezbqdny do reakcji ryrkularyzacji RNA przy

udziale ligazy RNA T4 i ie stqienie MPG musi by6 okolo 3 razy wyisze nii guanozyno-

5'-trifosforanu, GTP. Produkcja RNA przy uiyciu polimerazy RNA T4 wymaga

pnynajmniej jednej reszty guanozyny na poczqtku sekwencji do rozpoczqcia

transkrypcji. Sposobem na to jest u2ycie rybozym6w. Doktorant uiyt rybozymu typu

glowa mlotka oraz typu spinki. Kolejne problemy do rozwiqzanie to: niska wydajnoSi

transestMikacji rybozym6w iich oddzielenie od po2qdanego RNA. Doktorant

zauwa2a, 2e rybozym nie moie byd tej samej dtugogci co po2edany RNA' Trzeci

problem to grupy chemiczne, generowane podczas transestryfikacji laricucha RNA.

Kiedy uiyjemy rybozymu typu glowa mlotka itypu spinki na S'-korlcu RNA pojawia siq

grupa hydroksylowa, a na koricu 3' RNA powstaje 2',3'-rykliczny fosforan, kt6ry przed

cyrkularyzacjq naleiy usunqi. Fosforylacja korica 5' przy u2yciu kinazy

polinukleotydowej T4 z aktywno6ciq fosfatazy rozwiqzuje ten problem, ale nastepuje

wzrost koszt6w i zmniejszenie wydajnosci. W dyskusji opr6cz aspekt6w syntetycznych

poruszane sa aspekty strukturalne sekwencji GrG,, kt6ra jest zwiQzana ze

stwardnieniem zanikowym bocznym i otqpieniem czolowo-skroniowym. Doktorant na

podstawie wlasnych bada6 zaproponowal model, w kt6rym dtugie ciqgi powt6rze6

GzCr mogA formowaC potrojne helise (ciqg tzech r62nych tryplet6w: C-C+'C, C+'G-c
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i G.C-G). lauwaia, ie protonowanie reszt cytozyn prowadzi do wzmocnienia interakcji

Hoogsteena w trypletach. Autor wyjadnia, dlaczego pomimo obecnoSci dw6ch miejsc

wiqzania tylko jedna czqsteczka ANP77 wiqie siq w badanym krysztale. Dyskutuje

r6wnie2 rolg lqcznik6w liganda ANP77 w dopasowywaniu siq do ksztattu helisy RNA.

Pisze o optymalnej liczbie atom6w wqgla w lqczniku ANP77. Trafne wnioski, poparte

odpowiednimi dowodami oraz prowadzenie wielowqtkowej dyskusji Swiadczq

o dojrzalo3ci naukowej Kandydata do stopnia naukowego doktora

Cele nakreilone przez Doktoranta na poczqtku rozprawy zostaty zrealizowane,

co pokazano w Podsumowoniu.

Prace czyta siq bardzo dobrze. Autor w spos6b jasny i zrozumialy przedstawia

poszczeg6lne kwestie. U2ywa poprawnego jqzyka. Nie zauwaiylam w tek3cie

element6w iargonu laboratoryjnego. Znalaztam jedynie kilka tzw liter6wek, na

przyktad na stronie 56 zamiast ,,programu CrysAllisPro" powinno byi ,,programu

CrysAlisPro", na stronie 74 w wyra2eniu,,para Hogsteena" nale2y dopisai drugie,,o"

w nazwisku znanego naukowca, natomiast w zdaniu ,,Wyciety prqiek z po2qdanym

RNA poddatem elektroleucji" (strona 85) Autor miat zapewne na my6li

,,elektroelucjq". W spisie skr6t6w pominieto ANP77 . Z kolei na stronie 86 w zdaniu

,,2 wyiszE rozdzielczosciq zdeterminowano strukturq 40 kDa SAM-lV ryboprzelqcznika

RNA." w miejsce wyrazu ,,zdeterminowano" wpisalabym ,,okre6lono" lub

,,wyznaczono".

Pytania, kt6re nasunqty siq mi po lekturze tej rozprawy sA nastqpujace:

1) Czy podejmowal Pan pr6by wykorzystania rybozymu HDV pozyskanego

z wirusa zapalenia watroby typu D (HDV z ang' hepatitis delta virus) do

przygotowania RNA do krystalizacji?

2) Czy rozpoznano konwersjq grupy iminowej na aminowq podczas protonowania

reszty cytydyny?

3) Jakie kryterium zostalo u2yte do wyznaczenia wiqzafi wodorowych w badanych

krysztalach?

4) Jakie mo2liwoSci i ograniczenia napotkat Pan w trakcie wykonywania pomiar6w

dyfrakcyjnych dla obu monokrysztal6w?

5) Prosze o doprecyzowanie czy dane w Tabeli 8 (str. 72) dotyczq wszystkich

atom6w czy tylko niewodorowYch?

5) Jak okreSlano pozycjq atomu wodoru w mostkach wodorowych?
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Czq(6 wynik6w tego doktoratu zostala opublikowana w wieloautorskiej pracy,

w h6rej Pan Marcin Ryczek jest pierwszym autorem. Praca pt. Overview of Methods

for Large Scole RNA Synthesis ukazala siq w Applied Sciences w 2022 roku. Na

konferencji RNA meeting w 2O21 Doktorant prezentowal poster pt. Overview of large

scale RNA synthesis. Z kolei na konferencji 23d Heart of Europe Bio-Crystallography

meeting wyglosil referat pt. Lorge scole RNA synthesis for crystollogrophic studies.

Bral tei udziat w warsztatach z krystalografii bialek ProtXRD zorganizowanych

w Krakowie w lipcu 2019 roku.

O randze prowadzonych badari 6wiadczy pozyskanie 5rodk6w przez Paniq

Promotor, dr hab. Agnieszkq Kiliszek w ramach grantu NCN SONATA BIS

2Ol7 / 26 / E / NZL/00950 : pL. O p r o cow o n i e m eto d o l og i i u m o2 l i w i oj qcej sto b i l i zo ci q R N A

w formie spinki do badoi krystolograficznych.

Ze wzglqdu na wysoki poziom merytoryczny i wage podejmowanych

problem6w rozprawa doktorska Pana mgr. ini. Marcina Ryczka zastuguje na

wyr6inienie.

W uzasadnieniu chcialabym podkre5lii nastepujace aspekty: (i) opracowanie

protokolu i przewodnika o tym jak skutecznie pozyskai RNA do badafi

krystalograficznych (ii) praca zostala napisana bardzo dobrym jqzykiem i posiada

bogatq szatq graficznq, (iii) dojrzata dyskusja (iv) dane strukturalne mogq sluiyd

w projektowaniu lek6w .

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okre6lone

w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wy2szym i nauce (Dz.U' z

2OL8 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajqce

ustawe - Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz.u. z 2078 r. poz. 1569 ze zm.) oraz

w sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w lnstytucie chemii

Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwala Rady Naukowej ICHB PAN nr

56/2O23ltnternet z dnia 29 marca 2023 r.) i wnioskujq do Rady Naukowej lnstytutu

chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr. lni. Marcina Ryczka do dalszych

etap6w postepowania o nadanie stopnia doktora.
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