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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Marcina Ryczka pt. ,,Badania strukturalne
RNA o znaczeniu w patogenezie chordob neurodegeneracyjnych”

Praca doktorska pana Marcina Ryczka zostata wykonana w Zaktadzie Struktury
i Funkcji Biomolekut Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.
Przeprowadzone badania naukowe byty finansowane z Grantu NCN SONATA BIS
2017/26/E/NZ1/00950, ktory otrzymata pani Promotor tejze pracy, dr hab. Agnieszka
Kiliszek, na ,Opracowanie metodologii umozliwiajgcej stabilizacie RNA w formie spinki do
badan krystalograficznych”.

Doktorant postawit sobie kilka celéw; pierwszy zwigzany byt stricte z tematyka grantu,
czyli opracowaniem protokotu produkcji RNA o strukturze spinki, stabilizacji takiego RNA do
krystalizacji oraz wyznaczenie struktury przestrzennej RNA w formie spinki stabilnej
w warunkach krystalizacyjnych. Nadrzednym celem badan pana Ryczka jest przyczynienie
sie do zrozumienia mechanizméw dziatania choréb neurodegeneracyjnych oraz
neuromiesniowych w kontekscie struktur jakie przyjmujg powtérzenia wielonukleotydowe
bedace przyczyng tych choréb. Drugim zadaniem byto okreslenie struktury przestrzennej
kompleksu RNA, zawierajacego sekwencje G2Cs, z syntetyczng czagsteczkg ANP77.
Otrzymanie struktury takiego kompleksu miato dostarczyé informacji o sposobie
oddziatywania i potencjale terapeutycznym czasteczki ANP77.

Praca doktorska ma bardzo klasyczny uktad: Cel pracy, Wprowadzenie, Materiaty
i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski i Literatura. Oprécz tych gtéwnych rozdziatéw zawiera
réwniez Streszczenie w jezyku polskim i Abstract w jezyku angielskim, Spis rycin i tabel oraz
Wykaz skrotéw.

Gtownym celem pracy byto otrzymanie czgsteczek RNA, kidére w swojej sekwencji
posiadatyby powtorzenia nukleotyddw charakterystyczne dla choréb neurodegeneracyjnych
oraz poznanie ich struktur przestrzennych metodami krystalograficznymi lub kriomikroskopii
elektronowej. Realizacja tego zadania wymagata opracowania protokotu produkcji RNA
o strukturze spinki stabilnej w warunkach krystalizacyjnych, przeprowadzenie samego
procesu krystalizacji oraz wyznaczenie struktury przestrzennej zaprojektowanych czgsteczek



RNA. Jak wynika z dalszej lektury rozprawy Doktorant w petni zrealizowat pierwszy etap,
czyli zaprojektowat i otrzymat czgsteczki RNA, jednakze nie udato mu sie ich
wykrystalizowaé. Kolejnym celem byto wyznaczenie struktur przestrzennych kompleksu RNA
zawierajgcego sekwencje GoCs4 z syntetyczng czasteczkg ANP77 oraz identycznego
fragmentu RNA w formie bez czasteczki terapeutycznej. Ten cel zostat zrealizowany

w calosci.

W czesci literaturowej rozprawy, zatytutowanej ,Wprowadzenie”, opisane sg
zagadnienia istotne dla petnego zrozumienia koncepcji i znaczenia prowadzonych badan.
Doktorant przybliza czytelnikowi choroby neurodegeneracyjne zwigzane z nadmierng
ekspansjg nukleotydow, takie jak: stwardnienie zanikowe boczne i otepienie czotowo-
skroniowe. Opisuje struktury RNA i ich znaczenie w biologii oraz badania krystalograficzne
form spinkowych RNA. Nastepnie porusza problem produkcji RNA do badan
krystalograficznych, omawiajac transkrypcje in vitro, synteze RNA za pomoca rybozyméw
typu spinki i typu gtowa mtotka. Opisuje synteze chemiczng i analizuje zaleznos$¢ wydajnosci
syntezy od wydajnosci pojedynczej reakcji sprzegania i diugosci syntezowanego RNA oraz
pokazuje jak warianty syntezy DMT-ON/ DMT-OFF wptywajg na sposob oczyszczania
koncowego produktu. Omawia rowniez, jak ilos¢ szescionukleotydowych powtdrzen
sekwencji G4C2/G2C4 W regionie promotorowym lub w pierwszym intronie genu C9orf72 jest
skorelowana z chorobami neurodegeneracyjnymi. Na zakonczenie tego rozdziatu Doktorant
opisuje budowe i dziatanie matych czasteczek okreslanych jako ligandy wigzgce
niesparowane nukleotydy. Jedng z takich czgsteczek jest ligand ANP77 uzyty w tej pracy do
utworzenia kompleksu RNA/ANP77. Ze wzgledu na obecnos¢ dwdch pierscieni
2-amino-1,8-naftyrydyny potgczonych elastycznym linkerem, ligand ten wykazuje zdolnosc¢
do oddziatywan z resztami cytozyny tworzac pseudo-pary zasad.

Rozdziat ,Materiaty i Metody” jest podzielony na dwie czesci. W czesci materiaty
wypisane sg odczynniki, roztwory oraz tabela z sekwencjami RNA wykorzystanymi w pracy.
Metodyka rozpoczyna sie od opisu nadprodukcji i oczyszczania biatek uzytych do syntezy,
czyli polimerazy T7 i ligazy RNA T4 oraz biatkka U1a-RBD, stabilizujgcego pozadana
strukture przestrzenng RNA. Zazwyczaj preparaty te sg kupowane od firm biochemicznych,
ale ze wzgleddéw oszczednosciowych pan Marcin Ryczek przeprowadzit ich produkcje
samodzielne. W dalszej czesci opisana jest synteza chemiczna RNA i oczyszczanie
uzyskanych konstrukiéw z uzyciem HPLC. Do produkcji diuzszych fragmentéw Autor uzyt
transkrypcji in vitro i opisat procedury zwigzane z ich oczyszczaniem w Zzelach
poliakrylamidowych, elektroelucje RNA, stragcanie RNA izopropanolem, cyrkularyzacje oraz
ekstrakcje fenolem. Badat rowniez interakcje RNA — biatko metodg EMSA. Kolejno opisane
sg procedury krystalograficzne, takie jak: krystalizacja RNA, pomiary dyfrakcyjne,



procesowanie danych, rozwigzanie oraz udoktadnianie struktury oligomeru G2C4 i kompleksu
G2C4 z ANP77. Do pomiaru temperatury topnienia konstruktu G2C4 i G2C4/ANP77 w r6znych
warunkach pH Doktorant uzyt skaningowej kalorymetrii réznicowej. Z uwagi na to, ze préby
krystalizacji duzych konstruktow nie powiodty sie, to pan Marcin Ryczek starat sie okresli¢ ich
strukture w kompleksach z biatkiem U1a metodg kriomikroskopii elektronowej i opisat sposéb

oraz warunki przeprowadzenia testowego pomiaru.

W rozdziale ,Wyniki” przedstawione sg eksperymenty majgce na celu uzyskanie
odpowiednich ilosci konstruktéw RNA do badan krystalograficznych i optymalizacja tych
protokotow do otrzymywania stabilnych struktur spinkowych. Jest to trudne zagadnienie,
gdyz w warunkach wysokiego stezenia soli oraz wysokiego stezenia RNA preferowane jest
formowanie sie dupleksu RNA nad strukturg spinkowa. Jednym ze sposobdw rozwigzania
tego problemu, zastosowanym przez Doktoranta, byta cyrkularyzacja spinki RNA
z wykorzystaniem ligazy RNA T4, ktéra powoduje kowalencyjne potgczenie koncow 5’ i 3’
przez co uniemozliwia rozfatdowanie struktur. Enzym ten wymaga substratéw posiadajgcych

monofosforan na 5’ kohcu oraz grupe hydroksylowg na 3’ koncu.

W celu przetestowania produkcji RNA na drodze syntezy chemicznej pan Marcin
Ryczek sprawdzat dwa protokoty otrzymywania oligomeréw: DMT-ON i DMT-OFF. Wykazat,
ze synteza DMT-ON jest szybsza oraz tatwiejsza przy produkcji relatywnie krotkich
konstruktow RNA.

Do syntezy RNA o dluzszej sekwencji Doktorant przeanalizowat rézne warianty
transkrypcji in vitro. Transkrypcja z wykorzystaniem polimerazy T7 napotyka na problemy
prowadzgce do powstania zanieczyszczen konstruktéw o zaburzonej sekwencji, ktére moga
by¢ trudne do usuniecia i przeszkadza¢ w badaniach krystalograficznych. Pierwszy dotyczy
5 konca RNA gdyz podczas reakcji polimeraza T7 jako pierwsza transkrybuje reszte
guanozyny. Drugim problemem jest dodawanie przez polimeraze T7 nukleotydéw na 3’
koncu, ktére nie wystepujg w matrycy. Doktorant przetestowat rozwigzanie tych probleméw
przez zastosowanie dwéch typow rybozymow o roznej lokalizacji. Najwyzszg wydajnos¢
transestryfikacji posiadat konstrukt RNA-HH. W celu poprawy homogennosci na koncu 3
RNA Doktorant zastosowat modyfikacje matrycy DNA, polegajaca na wprowadzeniu grupy
metoksylowej do drugiego atomu wegla C2’ dwéch reszt nukleotydowych na koncu 5’ nici
antysensowej matrycy DNA. Otrzymanie RNA z grupa OH lub grupa monofosforanowg na
koncu 5’ byto mozliwe, gdy transkrypcje in vitro przeprowadzono w obecnosci guanozyny lub
GMP. W koncowym protokole po transkrypcji in vitro z wykorzystaniem modyfikowanej
matrycy w obecnosci GMP nastepowata ztozona procedura oczyszczania: w 10% zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych, elektroelucja z zelu, strgcanie
izopropanolem, cyrkularyzacia RNA przy wuzyciu ligazy RNA T4, oczyszczanie



cyrkularyzowanej spinki RNA fenolem i chloroformem, strgcanie RNA przy uzyciu
izopropanolu. Na zakonczenie tworzono kompleks RNA z biatkiem U1a-RBD. W ten sposéb
Doktorant otrzymat trzy konstrukty: CUG11-U1a, CUG12-U1a i CUG21-U1a o dtugosciach
odpowiednio: 51, 54 i 81 nukleotyddw, dla ktérych przewidziat struktury drugorzedowe za
pomocg programu RNAStructur. Pomimo, ze podijat sie szeroko zakrojonych eksperymentéw
krystalizacyjnych otrzymanych konstruktéw, zmieniajac stezenia konstruktéw, proporcje
molowe RNA:U1a oraz temperature krystalizacji, to nie udato mu sie otrzymac krysztatow.
Po niepowodzeniach podjagt probe okreslenia struktury tych konstruktéw za pomoca
kriomikroskopii elektronowej, ktére tez nie zakonczyly sie sukcesem. Uwazam jednak, ze
opracowanie wydajnego sposobu otrzymywania RNA o sekwencjach majgcych wptyw
na patogeneze chordéb neurodegeneracyjnych, jest znaczacym osiggnieciem tego projektu
doktorskiego.

Drugim zadaniem badawczym realizowanym w ramach doktoratu byto okreslenie
struktury krystalicznej RNA, zawierajgcego sekwencje 5° GGCCCC 3’ (G2C4) w formie bez
ligandu oraz w kompleksie z czasteczkg ANP77. Oligomer RNA G2C4 zostat zsyntetyzowany
chemicznie i oczyszczony metodg DMT-ON. Ligand ANP77 uzyty w pracy byt
zaprojektowany i otrzymany w grupie prof. Nakataniego. Krysztaty otrzymane w warunkach,
w ktérych gtéwnym czynnikiem stracajagcym byt MPD miaty bardzo dobre witasciwosci
dyfrakcyjne i rozpraszaty promienie Roentgena z rozdzielczoscig odpowiednio 1.6A i 1.1A.
Oligomer G2C4 jak réwniez jego kompleks z ligandem ANP77 wykrystalizowaly w uktadzie
rombowym, w tej samej grupie przestrzennej (C222:) ale z zupetnie innym statymi
sieciowymi. Struktura kompleksu jest gesciej upakowana (objetos¢ komorki elementarnej o
7% mniejsza) co moze by¢ przyczyng lepszych wiasciwosci dyfrakcyjnych. Obie struktury
zostaty rozwigzane i udoktadnione do bardzo dobrych parametréw statystycznych. Mimo
odmiennego upakowania struktury G2Cs z czgsteczkg ANP77 oraz bez tej czgsteczki sg do
siebie bardzo podobne. Skiadajg sie z dwoch oddziatujgcych ze sobg dupleksow, ktore
tworzg jeden tetramer. Dwie wystajace reszty cytozyny z tetrameru G:Cs4 sg idealnym
miejscem wigzania ANP77. W strukturze kompleksu G2C4/ANP77 ligand przyjmuje
konformacje typu stacked i oddziatuje z dwiema wystajgcymi resztami cytozyny w nici A

poprzez trzy wigzania wodorowe tworzgc pseudokanoniczne pary zasad.

Temperatury topnienia struktur formowanych przez G2C4 w formie apo i w obecnosci
ANP77 byly mierzone za pomocg skaningowej kalorymetrii r6znicowej w trzech warunkach
pH: 5,26, 6,0 oraz 7,0. Eksperyment pokazat, ze zaréwno wartos¢ temperatury topnienia, jak
i liczba pikéw, zalezg od pH oraz od obecnosci ligandu. W pH 6, obserwowane byty dwa piki
Tm1 i Tm2, a obecnos¢ ligandu powodowata ich przesuniecie w kierunku wyzszych wartosci

temperatury.



W rozdziale ,Dyskusja” Doktorant omawia uzyskane wyniki eksperymentalne.
Szkoda, ze rozdziat ten nie jest podzielony na sekcje tozsame z paragrafami w rozdziale
~Wyniki”. Doktorant szczegétowo omawia trudnosci jakie mozna napotka¢ podczas syntezy
RNA do badan krystalograficznych i przedstawia sposoby rozwigzania tych probleméw.
Dyskusja ta jest przeprowadzona zaréwno dla syntezy chemicznej, jak i dla transkrypcji in

vitro.

Okreslenie przez Doktoranta struktury sekwencji G2Cs, zwigzanej ze stwardnieniem
zanikowym bocznym oraz otepieniem czotowo-skroniowym, pozwolito na podjecie préb
skorelowania struktury powtérzen wielonukleotydowych 2z patogennoscig. Chociaz
doniesienia literaturowe przewidujg, ze sensowy RNA (GGGGCC), moze formowac strukture
G-kwadrupleksu i spinki, to struktura antysensowego RNA (GGCCCC), byta stabo zbadana.
Struktura krystaliczna G2C4 uwidacznia caty szereg niestandardowych oddziatywan. Na bazie
tych obserwacji mozna wnioskowaé, Zze wydtuzone powtérzenia G2Cs obecne
w antysensowej nici RNA genu C9orf72 moga tworzy¢ skomplikowane struktury. Pan Marcin
Ryczek zaproponowat model, w ktérym diugie ciagi powtérzen G2Cs moga formowac
potrojna helise. Helisa ta sktada sie z ciggu trzech roznych trypletow: C-C++C, C++G-C i G+C-
G. Obecnos¢ regionu trojniciowego i formowanie w roztworze tetrameru potwierdza pomiar
DSC. Tworzenie tetrameru zaobserwowano przy pH 6,0, gdzie w skanie DSC widoczne byty
dwa piki. Pierwszy pik prawdopodobnie odpowiadat rozpadowi struktury tetramerycznej,
podczas gdy drugi reprezentowat rozpad regionu dwuniciowego. Mimo wysokiej
rozdzielczosci uzyskanych struktur krystalograficznych trudno byto jednoznacznie okresli¢
stan protonacji reszt cytozyny. Doktorant dyskutuje konieczno$¢ uprotonowania reszt
cytozyn do utworzenia kontaktow trzeciorzedowych na postawie wtasnych obserwacji, jak i
doniesien literaturowych, a na zakonczenie dyskutuje sposéb oddziatywania ligandu ANP77
z RNA. Ciekawg obserwacjg jest to, ze czgsteczka ligandu ANP77 wpasowuje sie w helise
RNA rozszerzajac diugos¢ regionu podwdijnej nici. Ligand w konformacji stacked dopasowuije
sie do dwu kolejnych cytozyn tworzac wigzania wodorowe, a krétki tgcznik pomiedzy
pierscieniami 1,8-naftyrydyny zapobiega wystepowaniu oddziatywan niespecyficznych.

Czes¢ opisowa doktoratu zakonczona jest 6 wnioskami z ktérymi w catosci sie
zgadzam. Dopisatbym do nich jeszcze jeden: oligomery RNA o dtugosci od 20 do 100
nukleotydow sg niezmiernie trudne do krystalizacji i konieczne jest poszukiwanie warunkow

stabilizujgcych ich trzeciorzedowa strukture.

W podsumowaniu stwierdzam, ze pan mgr inz. Marcin Ryczek przedstawit rozprawe
doktorskg posiadajgcg walory poznawcze, wykazat wiedze w zakresie otrzymywania
preparatéw RNA, badan biochemicznych oraz procedur krystalograficznych. Wykazat sie
umiejetnoscig analizy wynikéw eksperymentalnych i wyciggania z nich wnioskow. Uzyskane



wyniki sg oryginalne i stanowig niewatpliwie nowo$¢ naukowa. Doktorant dysponuje
solidnym i r6znorodnym warsztatem eksperymentalnym i wtasciwie dobierat metody do
rozwigzywania postawionych probleméw badawczych. Praca napisana jest dobrym jezykiem
naukowym, a blisko 250 odnosnikéw literaturowych swiadczy o wnikliwym $ledzeniu

literatury w catym okresie wykonywania badan.

W pracy pojawiajg sie nieliczne zwroty anglojezyczne i angielska sktadnia niektérych
zdan, co nie przeszkadza w przekazie naukowym dysertacji. To, czego brakowato mi
najbardziej w pracy, to niezdeponowanie w bazie PDB struktur krystalicznych: G2C4
i kompleksu G2C4/ANP77. Podejrzewam, ze autorzy czekajg z depozycja na przygotowanie
publikacji, ale w takim przypadku dobrze bytoby dotaczy¢ do manuskryptu ptyte CD z
odpowiednimi zbiorami, analogicznymi do tych, ktére umieszcza sie podczas depozycji
struktury w PDB. W rozdziale ,Wyniki” struktura czasteczki ligandu ANP77 pojawia sie tylko
na rysunkach w postaci wzoréw ,patyczkowych”. W rozdziale ,Wprowadzenie” przed
rysunkiem pokazujgcym zmiany konformacji i protonacji ligandu, gdzie tancuch boczny
linkera zaznaczony jest jako R, brak jest jego wzoru strukturalnego.

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 wprowadzajgce 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.).
W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie pana mgr inz. Marcina Ryczka do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora.
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