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,,Chemical Methods for Stabilizing RNA in Crystallographic Research”

Dynamiczny rozw6j biokrystalografii przektada si¢ na rosnacg liczbe depozytow
w strukturalnej bazie danych Protein Data Bank. Sprzyjaja temu: wysokoprzepustowa
krystalizacja biatek, coraz lepsze srédta promieniowania rentgenowskiego,
krioprotekcja oraz narzedzia bioinformatyczne. Na tle ogromnego zainteresowania
strukturami biatek krystalografia kwaséw nukleinowych, ktére w istocie nie s3
kwasami tylko solami diestréw kwasu fosforowego (V), wyglada duzo skromniej. O ile
struktury szeregu 2'-deoksyrybo czyli DNA sg czeéciej badane, to RNA nie ma tylu
entuzjastow wsrod krystalografow. Dlaczego szereg rybo jest tak mato atrakcyjny?
W potowie XX wieku bardziej interesowano sie struktura DNA ze wzgledu na jego
znaczenie jako nosnika informacji genetycznej. Wtedy badania widkien DNA
prowadzone przez niezrownang krytalograf - Rosalind Franklin i wiasciwa interpretacja
stynnego zdjecia nr 51 pozwolity na zaproponowanie prawidtowej struktury
podwdjnej helisy B-DNA. Rownolegle prowadzone prace przez Watsona, Cricka
i Wilkinsa zostaly uhonorowane Nagrodg Nobla w 1962, juz po $mierci Franklin.
Natomiast znaczenie RNA przez diugie lata byto niedoceniane.

Obecnie wiadomo, ze RNA tworzy ztozone struktury trojwymiarowe, wykazuje
wiaéciwoéci katalityczne oraz petni istotng role w regulacji ekspresji genéw. Moze
réwnies dziata¢ jako czynnik toksyczny, uczestniczac w patogenezie wielu chorob
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cztowieka. Jednoczeénie RNA znajduje szerokie zastosowanie w biotechnologii
i medycynie - jednym z najbardziej znanych przyktadéw sy szczepionki oparte na
mRNA, wykorzystane podczas pandemii COVID-19.

RNA jest zatem kluczowa ,czasteczka zycia”, zaangazowang w niemal wszystkie
etapy ekspresji genéw. Zaburzenia jego struktury i funkcji moga prowadzi¢ do rozwoju
powaznych chordb, co czyni RNA atrakcyjnym i perspektywicznym celem badan oraz
terapii.

W tym miejscu spodziewalibysmy sie juz duzego zainteresowania
krystalograféw struktura RNA. Niestety, wbrew oczekiwaniom jest to obiekt badan
nielicznych grup naukowych.

Jedna z gtéwnych trudnosci wynika ze specyficznych cech strukturalnych RNA —
czasteczki o silnie ujemnym fadunku, preferujacej wiazanie ligandow zawierajacych
dodatnio natadowane grupy funkcyjne lub kationy metali. Dodatkowym wyzwaniem
jest architektura kieszeni wiazacych w RNA, odmienna od obserwowanej w biatkach —
zazwyczaj plytka, polarna isilnie solwatowana. RNA cechuje sig takze znaczng
dynamika konformacyjng, co moze prowadzi¢ do wspdfistnienia roznych struktur tej
samej czasteczki oraz do przegrupowari po zwigzaniu ligandu. Nasza wiedza na temat
natury oddziatywan RNA-ligand pozostaje wcigz ograniczona, co potwierdzajg dane
zgromadzone w Protein Data Bank.

Znajomo$¢  tréjwymiarowej struktury RNA ma kluczowe znaczenie dla
zrozumienia jego funkcji biologicznych idynamiki konformacyjnej, a takze stanowi
podstawe racjonalnego projektowania lekow.

Mimo iz krystalografia rentgenowska jest swietng metoda okreslania struktury
RNA o wysokiej rozdzielczoéci, to proces krystalizacji — szczegolnie w przypadku
motywow typu spinka — stanowi istotne wyzwanie. W warunkach wysokiego stezenia
soli oraz makroczasteczek, RNA fatwo przyjmuje alternatywne konformacje, co
utrudnia uchwycenie jego biologicznie istotnej struktury w uporzadkowanej sieci
krystalicznej.

Z powyiszych powoddw zainteresowanie Pani mgr Martyny Matei-Pluty ta
tematyka zastuguje na uznanie, a w szczegdInosci praca nad stabilizacja ,niesfornego”
RNA metodami chemicznymi.

Praca zostata wykonana w Zaktadzie Badan Strukturalnych RNA, kierowanym
przez specjaliste w tej tematyce - dr hab. Agnieszki Kiliszek, prof. IChB PAN, ktéra petni
funkcje promotora.



i tworzenia sieci krystalicznej przez czasteczke dimeru karbaminianu naftyrydyny
(NCD), okreslenie struktury krystalicznej komplekséw RNA-ligand oraz niezwigzanego
RNA nalezato do zadania trzeciego. W czwartym zaplanowano fizykochemiczng
i biochemiczng ocene stabilizowanego konstruktu RNA z wykorzystaniem denaturacji
termicznej RNA monitorowanej spektroskopig UV, pomiary dichroizmu kotowego oraz
analizy cigcia RNA in vitro z uzyciem nukleazy Dicer.

Na 16 stronach rozdziatu czwartego (Introduction) Doktorantka bardzo
rzeczowo iw oparciu o bogatg literature opisuje strukture krystaliczng i sposoby
stabilizacji RNA za pomoca alifatycznych (n-dodekan oznaczony jako C12, glikol
hexaetylenowy o nazwie komercyjnej Spacer-18) i aromatycznych (pochodne stilbenu,
fenantrenu i pirenu) nienukleozydowych fgcznikéw. Nastepnie omawia czasteczki
okreslane jako ligandy wigigce niesparowane nukleotydy (MBLs, z ang. mismatch
binding ligands), ktdére s3 obiecujgcymi zwigzkami chemicznymi do identyfikacji
niesparowanych nukleotydéw, wystepujacych w strukturach RNA z nadmiernymi
powtdrzeniami. Ostatni podrozdziat Autorka poswieca na zaznajomienie czytelnika
z wybranym przez Nig ligandem - dimerem karbaminianu naftyrydyny, oznaczonym
skrotem NCD. Ta cze$¢ rozprawy odzwierciedla szeroka wiedze Doktorantki
i umiejetnosci syntetycznego opracowania zagadnienia.

W rozdziale pigtym (strony 35-59) Autorka przedstawia rézinorodng (13
rodzajow), specjalistyczng aparature wykorzystang w czasie realizacji doktoratu,
stosowane odczynniki chemiczne i biochemiczne, uzyte oligonukleotydy (od T1 do
T42), enzymy, roztwory. Wrazenie robi skrupulatny opis przebiegu syntezy 21
tacznikéw iwykonanych analiz chemicznych. Pomine tutaj szczegétowy opis
wszystkich etapdéw, procedur i badan, ktére s zgodne z przyjetymi protokotami.
Skupie sie bardziej na przyktadowym elemencie, ktéry wymagat inwencji Doktorantki.
Wstepne eksperymenty wykazaty, ze modyfikowane oligonukleotydy RNA byly
niestabilne. Pani Mateja - Pluta odkryta iz problem ten mozna rozwigzac, zastepujac
rybonukleotyd deoksyrybonukleotydami znajdujacymi sie w bliskim sgsiedztwie
tacznika. Zaprojektowata druga klase oligomerdw (klasa Il) zawierajgcych hybrydowe
oligonukleotydy RNA-DNA. Tym razem oligomery ztozone byty z krotszej sekwencji 5'-
GCUGdC-facznik-dGCUGC-3' (gdzie dC idG odpowiadajg odpowiednio resztom
deoksycytozyny i deoksyguanozyny). Ditugos¢ oligomerdw klasy Il potwierdzita za
pomocy 15% denaturujacej elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (PAGE) i analiz
ESI-MS. Rozdziat oligomeréw metodg PAGE wykazat, ze zwigzane oligomery miaty
oczekiwang szybkos¢ migracji w pordéwnaniu z linig kontrolng. Po zakonczeniu fazy
projektowania, zmodyfikowane oligonukleotydy poddano ocenie fizykochemicznej
w celu weryfikacji ich wtasciwosci fatdowania i stabilnosci termodynamicznej. Analizy




te dostarczyty kluczowych informacji na temat tego, ktére geometrie tgcznikéw
i sktady chemiczne byty najbardziej zgodne ze strukturg RNA. Ten rozdziat pokazuje Jej
bogaty warsztat badawczy i bardzo duize umiejetnosci Doktorantki w stosowaniu
réznorodnych technik.

W rozdziale szostym (strony 60-93) omawiane s3 rezultaty badan. Oto niektére
z nich. Na podstawie analizy konformacji cukru C3’-endo i parametréw helikalnych,
ktére odpowiadajg typowym wartosciom dla A-RNA, Doktorantka prawidtowo
rozpoznata forme dupleksu RNA. Odchylenia dotyczg wytgcznie terminalnej pary
zasad, w ktérej jeden nukleotyd przyjmuje konformacje O4'-endo i wykazuje
podwyzZszone wartosci czynnikéw B.

Superpozycja z referencyjng strukturg zawierajgcg trzy powtérzenia CUG (PDB: 3GM7)
data RMSD 1,095 A dla atoméw szkieletu, potwierdzajac wysokie podobieristwo
uporzadkowanej czesci helisy. W obszarze tacznika jednoznacznie zidentyfikowano
jedynie grupe fosforanowga. Podwyzszone wartosci B w s3gsiednich nukleotydach
wskazywaty na zwiekszong lokalng elastycznos¢. Nasuwa sie pytanie: ,Jaki model
nieuporzadkowania przyjeto podczas udokladniania struktury?”

W celu ograniczenia tworzenia struktur alternatywnych zastosowano strategie
kowalencyjnej cyrkularyzacji RNA z uzyciem syntetycznych tgcznikow (Spacer-18).
Oligomery poddano fosforylacji i ligacji z uzyciem ligazy RNA T4, a produkty
zweryfikowano metodg MALDI-TOF. Efektywng cyrkularyzacje (~50%) uzyskano dla
wybranych konstruktéw, w tym wariantu ze Spacerem-18. Formy koliste migrowaty
szybciej w zelu denaturujgcym, wskazujac na bardziej zwartg topologie.

Analiza topnienia za pomocg spektroskopii UV wykazata wzrost stabilnosci
termodynamicznej po cyrkularyzacji (AGs; +1,22 kcal/mol; Tm +2,1°C). Widma CD
potwierdzity zachowanie globalnej struktury drugorzedowej przy niewielkim
ograniczeniu dynamiki konformacyjnej.

Referencyjny konstrukt oparty na motywie petli sarcyna—rycyna (SRL) stabilizowany
tacznikiem Spacer-18 krystalizowat powtarzalnie i dostarczat danych wysokiej jakosci.
Struktura zachowuje klasyczng architekture SRL i wykazuje wysokie podobienstwo do
modelu referencyjnego (PDB: 1Q9A; RMSD 0,8 A). Rdzen tworzy helise typu A
z piecioma parami Watsona—Cricka oraz trzema parami niekanonicznymi. Tetrapetla
GAGA zachowuje konserwatywng organizacje przestrzenng. Wprowadzenie
elastycznego segmentu nie zaburzyto globalnej konformacji motywu.

Funkcjonalnos¢ zmodyfikowanych konstruktéw oceniono in vitro z uzyciem ludzkiego
enzymu Dicer.




Uzyskane wyniki wskazujg, ze kowalencyjna stabilizacja oraz wprowadzenie motywow
funkcjonalnych nie zaburzajg globalnej architektury RNA ani jego zdolnosci do
przetwarzania przez Dicer.

W rozdziale si6dmym (strony 94 — 97) krétko omdwiono najistotniejsze
zagadnienia zawarte w dwodch zatgczonych publikacjach. Pierwszy artykut pt.
Overview of Methods for Large Scale RNA Synthesis, ktory ukazat sie w Applied
Sciences w 2022 roku, przedstawia przeglagd metod syntezy RNA na duzg skale,
stosowanych w badaniach strukturalnych, uzupetniony o wyniki  badan grupy
badawczej prof. Kiliszek oraz o praktyczne zastosowanie dostepnych protokotéw.
W pierwszej czesci opisano metody syntezy RNA i omowiono ich zalety i ograniczenia.
Nastepnie przedstawiono implementacje tych metod oraz wytyczne dotyczgce
adaptacji strategii syntezy RNA.

W drugim artykule, pt. Naphthyridine carbamate dimer ligand induces formation of Z-
RNA-like fold of disease-related RNA and exhibits a molecular glue characteristics in
crystal lattice formation, opublikowanym w 2025 roku w prestizowym czasopismie
Nucleic Acids Research (MNiSW 200 pkt), gdzie Doktorantka jest pierwszym autorem,
nawigzano do wczesniejszych badarn NMR, ktore wykazaty, ze dwie czasteczki NCD
wigzg sie z 5UGGAA-3/5-UGGAA-3 RNA. Kazdy ligand NCD oddziatywat z dwiema
resztami guanozyny znajdujagcymi sie na przeciwlegtych niciach RNA i tworzyt
niekanoniczne pary guanozyna—naftyrydyna. Aby lepiej wyjasni¢ sposéb wigzania
NCD, autorzy pracy z Doktorantkg na czele przeprowadzili rentgenowska analize
strukturalng oligomeréw RNA zawierajgcych motyw 5-UGGAA-3/5-UGGAA-3.
W niniejszym artykule przedstawiono dwie struktury krystaliczne kompleksu RNA-NCD
oraz jedng, dotychczas nieopisang, strukture RNA bez ligandu. W modelach
komplekséw zaobserwowano dwie czasteczki NCD zwigzane z wewnetrzng petly
motywu UGGAA. Sposéb wigzania rdézni sie od wczesniej opisanej struktury NMR.

Ta czeé¢ rozprawy doktorskiej Pani Matei — Pluty zamyka zebrany material
doswiadczalny i uzyskane rezultaty.

W dyskusji wynikéw (strony 98 - 102) Doktorantka podkresla, ze celem pracy
byto opracowanie strategii chemicznych umozliwiajacych zwiekszenie stabilnosci
strukturalnej RNA bez naruszania jego natywnej architektury. W tym celu
zaprojektowano serie nienukleozydowych tacznikéw kowalencyjnie spinajacych korice
5 i3’ nici RNA. Zwigzki te sg tatwe w syntezie, wysokowydajne i ekonomiczne, co
stanowi ich istotng zalete praktyczna. Najsilniejsze efekty stabilizujace wykazaty dwa
taczniki aromatyczne: pochodna naftalenowa 3d oraz pochodna piromelitowa 3a. Oba
zwigzki znaczaco zwiekszaty stabilnos¢ termodynamiczng struktur typu spinka
i duplekséw. Doktorantka zauwaza, ze wazrost stabilnosci nie przetoiyt sig
bezposrednio na sukces w krystalizacji. Sztywnos¢ aromatycznych rdzeni wymagata
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precyzyjnego dopasowania geometrycznego i sprzyjata powstawaniu alternatywnych
oddziatywan miedzyczasteczkowych. Tylko jeden konstrukt (T35 z tgcznikiem 3d) ulegt
skutecznej cyrkularyzacji z uzyciem ligazy RNA T4. W modelu SRL wprowadzenie
elastycznego tacznika Spacer-18 wymagato modyfikacji sekwencji (usuniecia urydyny
5’), jednak globalny fatd RNA zostat zachowany. Co istotne, modyfikacja wptyneta na
sposob upakowania w krysztale — w przeciwienstwie do natywnych struktur SRL (PDB:
109A, 3DVZ), ktére krystalizowaty w tetragonalnej grupie przestrzennej P4s,
zmodyfikowany konstrukt  krystalizuje w jednoskosnej grupie C2, wskazujgc na
reorganizacje oddziatywan miedzyczgsteczkowych.

Poréwnanie z literaturg pokazuje, ze sztywne fgczniki aromatyczne byty skutecznie
stosowane w systemach DNA, jednak RNA - ze wzgledu na wiekszg dynamike
i roznorodnos$¢ konformacyjng — wykazuje wieksze wymagania adaptacyjne. Sukces
krystalizacji zalezy nie tylko od stabilizacji fatdu, lecz takze od zachowania rownowagi
miedzy sztywnoscig a zdolnoscig do tworzenia specyficznych kontaktéw sieciowych.

Alternatywna strategie stanowita stabilizacja za pomocg ligandu NCD, ktéry lokalnie
reorganizowat motyw UGGAA, indukujgc geometrie podobng do Z-RNA i jednoczesnie
petnigc funkcje jak to okreslita Pani Mateja-Pluta, ,kleju molekularnego”,
sprzyjajacego tworzeniu uporzadkowanej sieci krystalicznej. Wyniki te pokazujg, ze
lokalna stabilizacja oraz promowanie specyficznych kontaktéw miedzyczasteczkowych
mogq by¢ skuteczniejsze niz globalne usztywnienie struktury.

Istotnym aspektem pracy jest réwniez potencjat aplikacyjny opracowanych tacznikow.
Testy z ludzkim enzymem Dicer wykazaty, ze modyfikacje — w tym wprowadzenie
Spacera-18 do pre-miR-21 — nie zaburzaly przetwarzania RNA, co wskazuje na
zachowanie funkcjonalnej struktury drugorzedowej. W przeciwienstwie do
kosztownych i technicznie wymagajacych modyfikacji nukleozydowych, taczniki
nienukleotydowe oferuja wieksza swobode projektowania imoga znaleic
zastosowanie w stabilizacji terapeutycznych RNA i ochronie przed degradacja.

Trafne wnioski, poparte odpowiednimi dowodami oraz prowadzenie wielowgtkowej
dyskusji éwiadcza o dojrzatosci naukowej Kandydatki do stopnia naukowego doktora.

Cele nakreélone przez Doktorantke na poczatku rozprawy zostaty zrealizowane,
co bardzo dobrze przedstawita w Podsumowaniu.

Pod wzgledem edytorskim praca jest wyjatkowo staranna. Niech o tym swiadcza
nieliczne usterki. W tytule podrozdziatu 4.3.1.1 i spisie tresci wkradfa sig tzw.
literéwka: zamiast ,non-nuclosidic” powinno by¢ ,non-nucleosidic” (strona 23).
W opisie syntez Autorka stosuje np. ml zamiast mL. W podrozdziale 6.3.5




zatytutowanym Initial Biochemical Studies na stronie 89 nieco zmieniono nazwisko
Pani prof. Anny Kurzynskiej — Kokorniak.

Pytania, ktére nasunety sie mi po lekturze tej rozprawy sg nastepujace:

1) Czy sprawdzono wptyw dtugosci tacznika na wydajnos¢ ligacji?
2) Czy mozliwa jest degradacja tacznika podczas deprotekc;ji?

3) Jak Dicer inicjuje ciecie w RNA cyrkularyzowanym, skoro klasycznie wymaga
wolnego korica 3’ ?

4) Prosze o wyjasnienie natury chemicznej oddziatywann miedzy RNA a ligandem.
Co kryje sie pod sformutowaniem , klej molekularny” ?

5) Czy w wyniku procesowania danych otrzymujemy czynniki struktury, jak
napisano w rozprawie?

6) Dlaczego dla krysztatu z uktadu tetragonalnego parametr sieciowy a nie jest
identyczny z parametrem b? (Suplement drugiej publikacji). Taki podstawowy
btad w pracy opublikowanej w wysokopunktowanym czasopismie moze sig
zdarzy¢, ale poznajgc skrupulatnosé Doktorantki, doszukuje sie innej przyczyny.

7) Niektére dane w Tabeli 6 nie zgadzajg sig z opisem.

8) Czym podyktowany jest wybor ditugosci fali stosowanej w pomiarach
dyfrakcyjnych?

9) Jaki jest obecny status publikacji nr 3 i do jakiego czasopisma zostata wystana?

Praca jest merytorycznie dojrzata, logicznie skonstruowana ioparta na
szerokim kontekscie literaturowym. Autorka wykazuje bardzo dobrg znajomosc
problematyki chemii i biologii strukturalnej RNA oraz umiejgtnos¢ krytycznej
interpretacji  wynikdw. Szczegdlnie wartosciowe jest zestawienie strategii
kowalencyjnych iligandowych oraz wskazanie ich ograniczeri i potencjatu
aplikacyjnego. Nieliczne uchybienia redakcyjne nie wplywajg na wysoka jakosc
merytoryczng pracy.

Pani Martyna Mateja — Pluta ma na swoim koncie 5 opublikowanych prac
w prestizowych czasopismach. Przygotowata trzy dalsze manuskrypty. Prezentowata 5
posterow i wygtosita 6 komunikatébw ustnych na konferencjach krajowych
i miedzynarodowych, w tym na 26th Congress and General Assembly of the Union of
Crystallography (IUCr 2023) w Melbourne, Australia (2023). To dowodzi Jej duzej
aktywnosci naukowej.

O randze prowadzonych badan swiadczy pozyskanie srodkdw przez Panig
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Promotor, dr hab. Agnieszke Ludmite Kiliszek w ramach dwdch grantéw Narodowego
Centrun Nauki. Pierwszy znich to SONATA BIS 2017/26/E/NZ1/00950 pt.
Opracowanie metodologii umozliwiajgcej stabilizacie RNA w formie spinki do badari
krystalograficznych.  Drugi projekt NCN to OPUS23 nr 2022/45/B/NZ7/03543
zatytutowany Analiza krystalograficzna  kompleksow RNA-ligand. W kierunku
racjonalnego projektowania czgsteczek wiodgcych w rozwoju terapii choréb
neurodegeneracyjnych, ktory jest obecnie realizowany.

Ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny iwage podejmowanych
probleméw rozprawa doktorska Pani mgr Martyny Matei - Pluty zastuguje na
wyroznienie. W uzasadnieniu chciatabym zwréci¢ uwage na nastepujgce aspekty: (i)
nowatorskie opracowanie i wykonanie syntez prowadzacych do stabilizacji RNA, (ii)
praca zostata przygotowana bardzo starannie i ma bogatg szate graficzng, (iii) dojrzata
dyskusja (iv) uzyskane dane strukturalne mogg stuzy¢ 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.) 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 mgr Martyny
Matei - Pluty do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora. Ponadto
ze wzgledu na bardzo wysoka wartos¢ merytoryczng sktadam wniosek o wyrdznienie
rozprawy.

@ Padawak- Aelanshe

dr hab. Elzbieta Bartoszak-Adamska, prof. UAM




