Politechnika Lodzka
Instytut Biotechnologii Molekularnej i Przemystowej

Dr hab. Anna Bujacz, prof. PL todz, 9.02.2026
Politechnika todzka

Instytut Biotechnologii Molekularnej i Przemystowe;j

Stefanowskiego 2/22, 90-573 £6dz

e-mail: anna.bujacz@p.lodz.pl

Recenzja pracy doktorskiej mgr Martyny Matei-Pluty
pt. ,Metody chemiczne stabilizujace RNA dla badan krystalograficznych”

Praca doktorska pani mgr Martyny Matei-Pluty zostata wykonana w Zaktadzie Struktury
i Funkcji Biomolekut Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.
Przeprowadzone badania naukowe byly finansowane z dwoch grantow NCN: SONATA BIS
2017/26/E/NZ1/00950 i OPUS 2022/45/B/INZ7/03543, ktorych kierownikiem byta promotorka
doktoratu — pani Dr hab. Agnieszka Kiliszek. Celem pierwszego projektu byto ,Opracowanie
metodologii umozliwiajacej stabilizacje RNA w formie spinki do badan krystalograficznych”,
natomiast drugiego - byta ,Analiza krystalograficzna kompleksow RNA-ligand w kierunku
racjonalnego  projektowania czasteczek wiodacych w rozwoju terapii i chordb
neurodegeneracyjnych”. Drugi grant NCN OPUS 23 ,Analiza krystalograficzna kompleksow
RNA ligand. W kierunku racjonalnego projektowania czgsteczek wiodgcych w rozwoju terapii i
choréb neurodegeneracyjnych” dotyczy analizy strukturalnej syntetycznych zwiazkow
oddziatujacych z czasteczkami RNA zwigzanymi z patogenezg chorob neurodegeneracyjnych.

Projekt ten oparty jest na wspétpracy z prof. Kazuhiko Nakatni z Uniwersystetu w Osace.

Cze$¢ badan w ramach pracy doktorskiej, dotyczaca opracowania metody uzyskania
stabilnych i jednorodnych konformacyjnie struktur RNA, byta prowadzona w celu krystalizacji
i okreslenia struktur przestrzennych metodami krystalografii rentgenowskiej. Prace te sg
kontynuacjg rozpoczetych kilka lat wczeéniej badan przez panig promotor pracy i zdaje sobie
sprawe z tego, ze beda one dalej kontynuowane, gdyz kazde badania nad zrozumieniem

struktury RNA sg wazne ze wzgledu na jego role w wielu procesach biologicznych.

Praca doktorska napisana jest w jezyku angielskim i ma prawie standardowy uktad:
Streszczenie, Wprowadzenie, Materiat i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski i Referencje
literaturowe. To, co nie jest standardowe — to rozdziat 7: Podsumowanie publikacji zawartych w

pracy doktorskiej, ktory stanowi forme szczatkowego autoreferatu.

Celem pracy doktorskiej pani Martyny Matei-Pluty byto opracowanie metodologii
stabilizacji struktur czgsteczek RNA, ktore miatoby sie przyczyni¢ do otrzymywania krysztatow

RNA, co umozliwitoby prowadzenie analiz dowolnych struktur spinkowych, ktore sa
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najczestszym motywem wystepujgcym w RNA. Do zrealizowania tego celu zastosowano dwa
catkiem odmienne podejscia eksperymentalne: stabilizacje RNA za pomocg nienukleozydowych
aromatycznych linkeréw faczacych sie kowalencyjnie do RNA oraz uzycie matoczgsteczkowego
ligandu, dimeru karbaminianu naftyrydyny, oddziatujgcego na zasadzie interkalatora. Obie
strategie zostaly ocenione metodami fizykochemicznymi i biochemicznymi, takimi jak:
spektroskopia UV, dichroizmem kotowym DSC oraz poprzez zastosowanie nukleazy Dicer do
analizy ciecia RNA in vitro. Pozwolity one zwalidowac postawione hipotezy w kierunku wptywu

obydwach podejéé na integralno$é strukturalng RNA i aktywno$¢ biologiczna.

Wstep literaturowy stanowi bardzo cennag cze$é przedstawionej dysertacji i uzasadnia
wage naukowa podjetych badan. Struktury RNA o wysokiej rozdzielczosci sg zazwyczaj
okreslane za pomocg krystalografii rentgenowskiej, ktéra umozliwia poréwnania pokrewnych
RNA i identyfikacje zmian konformacyjnych zwigzanych z ich funkcja. Jednakze, krystalizacja
jest ,waskim gardtlem” w okreélaniu struktury krystalicznej, poniewaz uzyskanie dobrej jakosci
monokrysztatéw, nadajgcych sie do eksperymentu dyfrakcyjnego jest trudne. Struktury
krystaliczne rybozymoéw i podjednostek rybosomalnych dostarczyty kluczowych informacji na
temat zasad faldowania RNA, takich jak upakowania helis w zwarte struktury, ktére tworzg
centra katalityczne i miejsca wigzania. Jednakze, w rybosomie struktury te sg stabilizowane
przez odziatywania z biatkiem i wzajemng stabilizacja elementéw drugo i trzeciorzgdowych.
Badania krystalograficzne mniejszych biologicznie czasteczek RNA sg bardzo wazne, gdyz

mogag wyjasni¢ powigzanie ich struktur z petniong funkcja.

Czasteczki RNA wykazujg duze zréznicowanie funkcjonalne w uktadach biologicznych,
od aktywnosci katalitycznej po regulacje ekspresji genoéw, ktéra w decydujgcym stopniu zalezy
od ich zdolnosci do tworzenia okreslonych struktur tréjwymiarowych. Ta strukturalna
roznorodno$é umozliwia RNA udziat w ztozonych procesach rozpoznawania molekularnego i
peinienie réznorodnych funkcji komérkowych. Informacyjne mRNA petnig funkcje niezbednych
nos$nikéw informacji genetycznej, przenoszac kod DNA do rybosoméw, gdzie ulega on translacji
na biatka za pomocg transferowych tRNA. Ponadto mate RNA, takie jak mate jgdrowe snRNA,
mikroRNA i mate interferujgce siRNA, sg kluczowymi regulatorami ekspresji genow, wptywajac
na splicing, degradacje lub represje translacyjng okreslonych mRNA. Oprocz gtownej roli RNA
jako no$nika informacji, inne klasy RNA dodatkowo zwigkszajg katalityczng wielozadaniowo$é
tych czasteczek. Warto tutaj wymieni¢ przetgczniki rybosomalne w bakteryjnych kationach

sensownych i rybozymy, po$redniczace w reakcjach cigcia.

Nastepnie doktorantka pisze czym spowodowane sg trudnosci w krystalizacji RNA,
wskazujac na gtéwna przyczyne niepowodzen: elastycznoé¢ konformacyjng, nieprawidtowe
faldowanie i zdolnoéé do przyjmowania przez czasteczki RNA wielu typdw struktur. RNA
prezentuje w duzej mierze jednolity, ujemnie natadowany szkielet fosforanowy, ktéry utrudnia
tworzenie stabilnych oddziatywan miedzyczasteczkowych, a co za tym idzie tworzenie

uporzadkowanej sieci krystalicznej. Czasteczki RNA sg czesto wydtuzone i luzno upakowane,
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otoczone duza iloscia czasteczek wody i kationow metali réwnowazacych tadunek reszt
fosforanowych, a ich stosunkowo stabe oddziatywania trzeciorzedowe dodatkowo zwiekszajg
ich elastycznosé i ruch miedzy domenami. W konsekwencji trudno je wykrystalizowac,

a powstate krysztaty czesto stabo rozpraszajg promienie Roentgena.

W kolejnym paragrafie pani Mateja-Pluta opisuje znane do tej pory podejscia do
uzyskania stabilizacji RNA, zaréwno w celu krystalizacji, jak i otrzymania czagsteczek
terapeutycznych. W literaturze opisane sg modyfikacje szkieletu cukrow i zasad nukleinowych,
ktore sg obecnie rutynowo stosowane w celu zwigkszenia odpornosci na degradacje
nukleazowa i poprawe stabilnosci termicznej RNA. Te modyfikacje czesto zwigkszajg
powinowactwo hybrydyzacji i ogolng wytrzymatos¢ molekularng. Moga one réwniez wprowadzac
lokalne zaburzenia strukturalne, ktére komplikujg analizy strukturalne o wysokiej rozdzielczosci.
Kompromis miedzy stabilno$cig biochemiczna, a ryzykiem wystgpienia artefaktow strukturalnych
musi byé uwzgledniony przy projektowaniu czasteczek RNA do badan krystalograficznych

i funkcjonalnych.

Doktorantka omoéwita rowniez mechanizm dziatania facznikéw nienukleozydowych
w stabilizacji RNA, takich jak: liniowe nienukleozydowe (oparte zaréwno na fancuchu weglowym
jak i polietylenowym), aromatyczne nienukleozydowe, stilbenowe fenantrenowe i pirenowe.
W stabilizacji struktur RNA indukowane] ligandem wykorzystywany jest rowniez dimer

karbaminianu naftyrydyny (NCD), ktory Doktorantka takze zastosowata w swojej pracy.

W rozdziale ,Materials and methods” Doktorantka przedstawia wielowgtkowy charakter
badan, ukazujac ogrom pracy laboratoryjnej, czym udowadnia swoje kompetencje na réznych
polach biochemii RNA. Wediug mnie z Rozdziatu ,Materiaty i metody” opisy syntez powinny
znalez¢ sie w rozdziale ,Results” lub mozna byto wydzieli¢ rozdziat ,Czesc eksperymentalna’,

poczawszy od rozdziatu 5.2.3., jak ma to miejsce w doktoratach z chemii organicznej.

Na stronie 37 podane sg wzory strukturalne 3A, 3B ... S$18, ale brak jest podpisu

rysunku. Czesé tych wzordéw znajdujemy ponownie na stronie 60 na Rys. 12.

Syntezy aromatycznych tgcznikéw, oczyszczanie i potwierdzenie ich budowy za pomocg
NMR i MS oraz analiza ich wplywu na strukture i aktywno$¢ RNA sg opisane poprawnie.
Podobnie, badania strukturalne obejmujgce tworzenie stabilnych struktur RNA, w tym struktur
spinkowych, ich krystalizacja, pomiar dyfrakcyjny otrzymanych krysztatow i rozwigzanie

problemu fazowego sg rowniez merytorycznie poprawnie zredagowane.

Wada opisow syntez jest brak réwnan przeprowadzonych reakcji (str. 39-48). Dale]
w pracy znajdujemy Schemat 1 na stronie 61, przedstawiajgcy uogéiniony schemat syntezy, ale
numeracja zwiazkow jest odmienna niz ta w opisie syntez. Nazwy i Schemat 1 pomagajg troche
w przesledzeniu $ciezki prowadzonych syntez, ale schemat ten powinien by¢ umieszczony
przed opisem syntez, gdyz utatwitoby to ich analize. Rowniez znalezienie wzorow grup

bifunkcyjnych DMT i CEP nie byto tatwe i wymagato powrotu do Rys. 2 gdzie sg podane ich
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wzory i nazwy, ale zabrakto bezpoéredniego odniesienia do tych skrotow lub przejscia do Rys.

12, gdzie sg umieszczone wraz ze wzorami syntezowanych tgcznikow.

Chciatabym, aby Doktorantka wyjasnita jak realizowana jest kontrola reaktywnosci obu

grup bifunkcyjnych DMT i CEP w trakcie tworzenia koniugatow z RNA?

Synteza i oczyszczanie oligonukleotyddw oraz wigkszosS¢ procedur analitycznych z tym
zwigzanych sg odmienne od stosowanych w biochemii biatek i stanowig ciekawg naukowg
porcje wiedzy dla krystalografa biatek. Opisane procedury obejmuja: pomiar topnienia UV,
dichroizm kotowy, oczyszczanie RNA na zelu poliakrylamidowym, elucje RNA, wytrgcanie
kwasow nukleinowych oraz ich odsalanie, transkrypcja in vitro, defosforylacja, fosforylacja konca
5 RNA i znakowanie RNA na koncu 5' radioaktywnym izotopem 32P, cyrkulacja petli RNA,

tworzenie hydrolizatu formamidu czy ciecie RNA przez rybonukleaze Dicer.

W pierwszej czesci rozdzialu ,Results” Doktorantka opisuje projektowanie i synteze
szeregu nienukleozydowych aromatycznych linkeréw, ktére kowalencyjnie taczg konce 5' i 3'
struktury spinki do wlosow RNA. Linkery zaprojektowano na bazie pochodnych piromelitowych
i naftalenowych. Inspiracje zaczerpnieto z linkeréw pochodzacych z fenantrenu i fenantroliny.
t aczniki te majg ciekawe wiasciwoéci strukturalne i sg w petni kompatybilne ze standardowymi
protokotami syntezy RNA w fazie statej, ale ich synteza jest trudna i kosztowna. Ugrupowania
piromelitowe i naftalenowe stanowig nowe stabilizatory RNA i zostaty wybrane z uwagi na niskag
cene odczynnikéw chemicznych i wysoka wydajno$¢ syntezy linkerow, a ich synteza stata sie

podstawg zgtoszenia patentowego, ktérego Doktorantka jest wspotautorem.

Tworzenie zlinkowanych oligonukleotydéw nie przebiegato wedtug zatozonego
schematu. Kontrola masy za pomocg MS konsekwentnie wskazywata, ze wigkszo$¢
zlinkowanych oligonukleotydéw klasy | miata potowe oczekiwanej diugosci, co wskazywato na
rozszczepienie fancucha RNA na drodze hydrolizy wewnatrzczgsteczkowej w poblizu tacznika
ze wzgledu na przestrzenng bliskos¢ grupy 2'-OH i wiazania kowalencyjnego migdzy tacznikiem
aromatycznym a sasiednim nukleotydem. Jedynym wyjgtkiem byt oligomer zawierajacy tacznik
3d, ktéry zachowat petng oczekiwang dtugo$c¢. Jednak, skrocone oligonukleotydy zachowaty
cenne cechy funkcjonalne, takie jak tgczniki aromatyczne, ktére zachowujg sie jak czapeczki
nienukleotydowe, przyczyniajac sie do strukturalnej stabilizacji czasteczki, ktéra zostata
wykazana za pomocg denaturacji termicznej monitorowanej za pomocg spektroskopii UV obu
klas zlinkowanych oligomeréw. Analizy te pozwolity na oceng wptywu piromelitowych
i naftalenowych blokéw budulcowych na stabilno$¢ strukturalng RNA. Parametry
termodynamiczne otrzymanych konstruktow RNA, takie jak: entalpia (AH), entropia (AS)

i energia swobodna, zostaty wyliczone na podstawie ich profili topnienia.

Doktorantka zaprojektowata i zsyntetyzowata pie¢ zestawow oligonukleotydéw w celach
krystalizacyjnych. Kazdy konstrukt zostat zaprojektowany tak, aby utworzy¢ stabilny region

dwuniciowy z aromatycznym tgcznikiem, zastepujacym naturalng petle spinki do wiosow.
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Sekwencje skiadaty sie gtéwnie z par zasad G-C i C-G, aby zwigkszyC stabilno$¢ dupleksu
i promowa¢ tworzenie krysztatdbw poprzez zmniejszenie elastycznosci strukturalnej. Wszystkie
konstrukty zawieraty wytgcznie rybonukleotydy, z wyjatkiem dwéch, w ktérych dwa nukleotydy w
aromatycznym regionie tgcznika zostaly zastgpione deoksyrybonukleotydami, aby poprawic
wbudowanie tacznika i ogélng stabilno$¢ RNA. Zaprojektowane konstrukty zostaly nastgpnie
poddane krystalizacji z uzyciem komercyjnych zestawow krystalizacyjnych. Spoéréd wielu
testowanych tylko jedna sekwencja, 5-CUGCUGCUG-3a-CUGCUGCUG-3', wytworzyta
krysztaly o jakosci dyfrakcyjnej. Pomimo wysokiej rozdzielczo$ci zebranego zbioru danych,
okoto 1.5 A, proces udoktadniania nie przyniést zadowalajgcych statystyk Ruon/Riee. VWysokie
wskazniki rozbieznoéci udoktadnionej struktury, 0.24/0.36, sa prawdopodobnie konsekwencjg
czesciowego nieuporzgdkowania konformacyjnego fragmentu struktury, ktéra odzwierciedla sig
w wydluzeniu pewnej grupy refleksow na obrazie dyfrakcyjnym. Chociaz statystyki
udoktadniania byty stabe to koncowy model struktury i mapy gestosci elektronowej ujawnity
dobrze zdefiniowany i ciagly obszar helisy odpowiadajacy uporzadkowanej czesci dupleksu

RNA, ktory jest dobrze widoczny w kanonicznej konformacji formy A.

Kolejna formg RNA poddang krystalizacji byt konstrukt typu spinki do wtosdw, w ktérym
korice 5' i 3' trzonu byly potaczone tacznikiem, a petla apikalna byta rekonstruowana poprzez
ligacje. Strategia taka byta opublikowana wczesniej przez promotorke pracy i miata na celu
zapobieganie rozwijaniu sie RNA lub tworzeniu sie semikomplementarnych dupleksow przy
wysokich stezeniach RNA i odczynnikéw strgcajacych wymaganych do krystalizacji. W tym
podejéciu zachowana jest natywna konformacja petli, a jednoczeénie zapewniona jest
dodatkowa stabilizacja kowalencyjna i cyrkularyzacja. Do reakcji cyrkularyzacji uzyto ligazy T4
RNA, ktéra wymaga, aby czasteczka RNA zawierata grupe 5'-monofosforanowg i 3'-
hydroksylowa. Do zaprojektowania konstruktu wykorzystano biologicznie istotne struktury spinki
do wloséw RNA: petle sarcyny/rycyny (SRL), ktére sa jedna z najdtuzszych zachowanych
sekwencji w 23S rRNA. Struktura ta jest kluczowg dla aktywnosci rybosomu, poniewaz jest ona

celem cytotoksyn - a-sarcyny i rycyny, ktére blokujg translacje.

Sposréd  wszystkich testowanych konstruktéw, udang cyrkularyzacje udato sie
przeprowadzi¢ tylko dla jednej sekwencji RNA (sekwencja T35 — R06), zawierajgcej fgcznik
aromatyczny 3d oraz dla konstruktu kontrolnego (T37) z elastycznym 18 cztonowym tacznikiem
polietylenowym o komercyjnej nazwie Spacer-18. Cyrkularne oligomery RNA zbadano za
pomoca spektrometrii masowej MALDI TOF w celu potwierdzenia ich integralnosci i oczekiwanej

masy czasteczkowe].

Krysztaly cyrkularnego kompleksu T35 nie rozpraszaly promieni Roentgena, ale
uzyskany konstrukt postuzyt do fizykochemicznej walidacji struktury za pomoca pomiaru
temperatury topnienia w ultrafiolecie i eksperymentu CD. Natomiast, udato sie¢ Doktorantce
przeprowadzi¢ petng analize strukturalng dla zaprojektowanego konstruktu RNA o strukturze
spinki do wloséw opartego na motywie petli sarcyna-rycyna z sekwencjg 5-
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AGGACCGGAGCG-S18-UGCUCCUAGUACGAG-3' T42, w ktdrej tgcznik Spacer-18 zostat
umieszczony U podstawy trzonu. Dla tego konstruktu przeprowadzono cyrkularyzacje za
pomoca ligazy T4 RNA i uzyskano dobrej jakosci krysztaly stosujac roztwor krystalizacyjny z
komercyjnego zestawu Natrix 2 Reagent, warunki 27. Eksperyment dyfrakcyjny

przeprowadzono na linii synchrotronowej wyposazonej w detektor Dectris PILATUS 6M-F.

W opisie eksperymentu dyfrakcyjnego jest kilka niescistosci i pomytek edytorskich:
brakuje nazwy synchrotronu i linii pomiarowej, dtugosc fali jest 100 razy za duza (Rozdziat

6.3.4.2.), standardowo stosujemy zapis grupy przestrzennej C2 a nie C121.

W Podstawieniu czasteczkowym wykorzystano jako model natywng strukture petli
sarcyny/rycyny (PDB ID: 1Q9A). Obie struktury zostaty okreslone do atomowej rozdzielczosci
z bardzo zblizonymi parametrami udoktadniania i sg do siebie podobne (RMSD = 0.8 A) co
$wiadczy, ze facznik nie wptywa istotnie na zmiang struktury. Udoktadniony model posiada
charakterystyczng architekture spinki do wioséw, typowa dla petli sarcyna-rycyna. Czasteczka
skiada sie z dobrze zdefiniowanego trzonu o strukturze podwajnej helisy, sktadajgcego sie z
pieciu kanonicznych par zasad Watsona-Cricka i trzech niekanonicznych par (A=G, AC i U-C),
ktére powoduja niewielkg lokalng asymetrig, zachowujgc jednoczesnie globalng topologie
formy A. Apikalna petla spinki do wiosow sktada sig z konserwatywnej czteronukleotydowej
sekwencji GAGA, motywu znanego ze swojej stabilnosci strukturalnej w czasteczkach RNA.
Trzon zawiera charakterystyczng pare 9U-18A, zaangazowang w wigzania wodorowe typu
Hoogsteena, dodatkowo stabilizowana przez interakcje z sgsiednig guanozyng 8G. Cecha ta
jest obserwowana rowniez w natywnej strukturze SRL, co wskazuje na konserwacje tego

motywu strukturalnego.

W celu ocenienia, czy wprowadzone modyfikacje wptynety na funkcje biologiczna,
przeprowadzono testy ciecia ludzka rybonukleazg Dicer in vitro, wykorzystujgc odpowiednie
konstrukty pre-miR-21. Celem tych eksperymentéw byto okreslenie, czy obecnos$c tacznikow
nienukleozydowych lub dodatkowych motywéw zaktéca zdolno$¢ enzymu do rozpoznawania
i hydrolizy struktury spinki do dojrzatych produktéw miRNA. Zaprojektowano i zsyntetyzowano
cztery warianty bedgce analogami pre-miR-21 o strukturze spinki do wiosow z réznymi
modyfikacjami. Wyniki testu cigcia przez Dicer wykazaty, ze pomimo wprowadzonych
modyfikacji, takich jak cyrkularyzacja z tacznikiem Spacer-18, cyrkularyzacja zawierajgca
miejsce wigzania biatka U1A oraz petla UGGAA petnigca funkcje motywu wigzacego ligand,

wszystkie zmodyfikowane konstrukty pre-miR-21 zachowaty swojg aktywnos¢ biologiczna.

Pierwsza publikacja wigczona do doktoratu opublikowana w Applied Sciences 2022
,Przeglad metod syntezy RNA na duzg skale” opisuje metodologie chemicznej syntezy
konstruktébw RNA przeznaczonych do analizy krystalograficznej. Przedstawione strategie sg
istotne dla podejé¢ syntetycznych zastosowanych w niniejszej rozprawie, szczegolnie

w kontekscie wiaczania kowalencyjnie wigzanych tacznikéw nienukleozydowych oraz
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przygotowywania konstruktow RNA o wystarczajgcej ilosci i czystosci niezbednych do

krystalizaciji.

Zastosowanie dimeru karbaminianu naftyrydyny (NCD) do poprawy jakosci krysztatow
zostato opisane w pracy opublikowanej w Nucleic Acids Research w 2025, ktorej Doktorantka
jest pierwszym autorem. NCD to mata czasteczka, ktdra rozpoznaje RNA zawierajgce
powtdrzenia UGGAA, zwigzane z ataksjg rdzeniowo-mdézdzkowa. Praca opisuje strukture RNA
bez ligandu i dwie struktury kompleksow RNA-NCD. NCD oddziatuje z RNA inaczej niz we
wczesniej opisanej strukturze okreslonej technikg NMR, tworzac pseudokanoniczne pary zasad
z resztami guanozyny zlokalizowanymi na tej samej nici RNA. Ponadto, w jednym z kompleksow
ligand znajduje sie pomiedzy czasteczkami RNA powigzanymi symetrig, wykazujgc cechy kleju
molekularnego w tworzeniu sieci krystalicznej. Poréwnanie modeli RNA-NCD i RNA bez ligandu
pozwala na identyfikacje zmian strukturalnych w RNA po zwigzaniu ligandu i zmianie
konformagiji z formy A do formy zblizonej do Z-RNA. Obserwacije te poszerzaja naszg wiedze na
temat oddziatywan miedzy RNA a matymi zwigzkami - interkalatorami. Szczegolnie analiza
Supplementary materials dotaczonego do publikacji stanowi interesujgcy materiat dla
krystalografa. Z niego dowiadujemy sig, ze zastosowanie ligandu poprawito rozdzielczos¢
struktury, ale jednoczesnie spowodowato zmiane konformacji RNA. W materiatach tych zawarta

jest tez szczegdtowa analiza konformacji RNA w formie bez ligandu i w kompleksach z NCD.

W podsumowaniu stwierdzam, ze pani mgr Martyna Mateja-Pluta przedstawita rozprawe
doktorska posiadajgca walory poznawcze, wykazata wiedze w zakresie otrzymywania
i analizowania preparatébw RNA, badan biochemicznych i syntetycznych oraz procedur
krystalograficznych. Wykazata sie¢ umiejetnoscig analizy wynikéw eksperymentalnych
i wyciggania z nich wnioskow. Uzyskane wyniki sg oryginalne i stanowig nowos¢ naukows.
Doktorantka dysponuje réznorodnym warsztatem eksperymentalnym i wiasciwie dobierata
metody do rozwigzywania postawionych problemow badawczych. Praca zawiera blisko 250
odnosénikéw literaturowych, co $wiadczy o wnikliwym $ledzeniu literatury w catym okresie

wykonywania badan.

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.) oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr
40/2025/Internet/RN_140 z dnia 18 marca 2025 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie pani Martyny Matei-Pluty do dalszych etapow

postepowania o nadanie stopnia doktora.
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