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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Martyny Matei-Pluty zatytutowanej ,,Chemical Methods for
Stabilizing RNA in Crystallographic Research”.

Recenzja zostata sporzgdzona w zwigzku z powotaniem mnie na recenzenta przez Rade
Naukowa Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu z dnia 12
stycznia 2026 roku.

Praca doktorska zostata przygotowana w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiegj
Akademii Nauk w Poznaniu pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Kiliszek, prof. ICHB,
petnigcej role promotora. Rozprawa dotyczy opracowania nowych strategii stabilizacji
struktur czgsteczek RNA. Tematyka rozprawy jest aktualna gdyz podejmuje wyzwania
zwigzane z charakterystykg strukturalng czgsteczek RNA, co jest istotnym elementem w
zrozumieniu mechanizméw patogenezy choréb, a w konsekwencji wytonienia
potencjalnych terapeutykéw. Poznanie struktury RNA to niezwykle trudne zadanie ze
wzgledu na znaczng elastycznosé konformacyjng RNA, sktonnosé taricuchow
oligorybonukleotydowych do przyjmowania alternatywnych struktur drugorzedowych i
trzeciorzgdowych i ich podatnosé na zmiany strukturalne indukowane m.in. warunkami
eksperymentalnymi.

Pod wzgledem formalnym rozprawa doktorska zostata napisana w formie
hybrydowej angielskojezycznej i stanowi dzieto naukowe z niezbednymi danymi
eksperymentalnymi. Rozprawa ma klasyczny uktad jest opisana na 121 stronach, zawiera
abstrakt, streszczenie w jezyku polskim i kolejno nastgpujgce rozdziaty: cel rozprawy,
wstep, opis materiatdw i metod oraz opis wynikow: syntezy modelowych
oligonukleotyddw, krystalizacji i analizy struktur krystalicznych. W czesci wstepnej
rozprawy znajduje sig spis rysunkow, ktorych jest 39 i tabel (8) oraz spis skrétéw. Pod
wzglegdem edytorskim, rozprawa jest napisana starannie, nie zauwazytam btedow
edytorskich. Na pochwate zastuguje szata graficzna pracy. Dodatkowo na kolejnych 42
stronach zamieszczone sg dwa artykuty naukowe, w ktérych opublikowano wyniki badan
wtaczone do dysertacji uzyskane przez mgr Martyne Mateje-Plute. Obydwie publikacje
opublikowane zostaty w liczgcych sig czasopismach specjalistycznych z listy JCR, Applied
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Sciences (IF 2,7) i Nucleic Acids Research (IF 13,1). Doktorantka zawarta tez informacje,
7e kolejny artykut z jej wspotautorstwem jest obecnie w recenzji. Rola Doktorantki w tych
publikacjach zostata potwierdzona Jej oswiadczeniami oraz oswiadczeniami czesci
wspotautoréw, choé nie wszystkich, co nie jest standardowg praktykg i wymaga
komentarza podczas publicznej obrony. Jednak z o$wiadczen promotora wynika, ze udziat
Doktorantki w tych publikacjach byt wiodacy.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto opracowanie protokotu syntezy i stabilizaciji
czgsteczek RNA oraz ich charakterystyka strukturalna. Doktorantka przedstawita kilka
szczegotowych celdw, do ktérych naleza: (i) zaprojektowanie i synteza serii tgcznikowych
czagsteczek otrzymanych z piromelitytowych i naftalenowych zwigzkoéw i wtgczenie ich do
oligonukleotydéw RNA, tak by osiggnac stabilizacje RNA w formie spinki i dupleksu, (ii)
przeprowadzenie krystalizacjii wyznaczenie struktury przestrzennej stabilizowanego RNA
oraz okreslenie wptywu czgsteczek tgcznikowych na strukturg RNA, (iii) wyjasnienie
mechanizmu stabilizacji RNA i tworzenia sieci krystalicznej przez czgsteczke dimeru
karbaminianu naftyrydyny (NCD), (iv) ocena parametrow biofizycznych i biochemicznych
stabilizowanego konstruktu RNA przy uzyciu denaturacji termicznej.

Kolejny rozdziat w pracy to wprowadzenie do tematyki badawczej. Doktorantka
opisuje kolejno struktury RNAiich stabilnos¢, podkresla i podaje przyktady kluczowej roli
RNA, nie tylko jako nosnika informacji genetycznej, ale rowniez jako dynamicznego
regulatora i katalizatora w podstawowych procesach biologicznych. Wskazuje, ze w wielu
przypadkach aktywnos¢ biologiczna RNA jest determinowana przez trojwymiarowag
strukture tej bioczgsteczki. Jednak nie jest to tatwe zadanie ze wzgledu na fakt, ze
krystalizacja czasteczek RNAmimo wielu préobiroznych warunkow krystalizacji nie zawsze
(a nawet rzadko, rzadziej niz w przypadku struktur biatkowych) konczy sig powodzeniem i
nie jest mozliwe otrzymanie krysztatéw nadajgcych sig do badan dyfrakcyjnych.
Doktorantka kolejno opisuje metody stabilizacji RNA poprzez taczniki nienukleozydowe,
aromatyczne, pochodne stylbenu, fenantrenu i pirenu oraz ligandy wigzgce niesparowane
nukleotydy.

Rozdziat ,Materiaty i Metody” podzielony jest na dwie czesci. W czesci materiaty
wyszczegolnione sg odczynniki, roztwory oraz tabela z sekwencjami RNA wykorzystanymi
w pracy i uzyta aparatura. Metodyka rozpoczyna sig od opisu chromatografii
cienkowarstwowej, za pomocag ktérej monitorowano postep reakcji chemicznych,
nastepnie  Doktorantka opisata zasady wykorzystania spektroskopii NMR,
wysokorozdzielczej spektrometrii mas (HRMS) z uzyciem jonizacji przez elektrorozpylanie
(ESI-MS). W kolejnym podrozdziale opisana zostata synteza chemiczna tacznikow
aromatycznych (tacznie 21 zwigzkow), a nastepnie automatyczna synteza
oligonukleotyddw RNA i metody oczyszczania otrzymanych konstruktow. Tutaj
wykorzystano technike elektroforezy w denaturujgcym zelu poliakrylamidowym,
elektroelucje RNA oraz stragcanie RNA. Omowiono takze metodyke transykrypcji in vitro,
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defosforylacji transkryptéw oraz ich cyrkularyzacji. Doktorantka opisata takze metody
biofizyczne (analiza termo-denaturacii dupleksow RNA oraz analiza dichroizmu kotowego
CD) i degradacji enzymem Dicer zastosowane do charakterystyki
oligonukleotydow/duplekséw RNA W kolejnych rozdziatach opisane sa procedury
krystalograficzne, takie jak: krystalizacja RNA, pomiary dyfrakcyjne, redukcja danych,
rozwigzanie oraz udoktadnianie struktury RNA.

W rozdziale ,,Wyniki” opisane zostaty eksperymenty majace na celu przygotowanie
stabilizowanych konstruktéw RNA poprzez wtgczenie tgcznikow pochodnych fenantrenu
do tancucha oligonukleotydowego (synteza na statym nosniku). Doktorantka w pierwsze;j
kolejnosci zsyntezowata jeden zestaw oligonukleotydow (klasa l) ztozony z taricucha 5'-
CUGCUGCUG-3' potgczonego odpowiednimi tacznikami z drugim taricuchem o tej samej
sekwencji. Czagsteczka referencyjna utworzyta self-komplementarny dupleks, natomiast
dwa potgczone tancuchy RNA, zawierajace tacznik utworzyty strukturg pseudo-spinkowa.
Po syntezie chemicznej oligomery zostaty oczyszczone, a ich czystosc i integralnosé
strukturalng oceniono metodg analizy MALDI-TOF. Wyniki wskazaty, ze wiekszo$é
oligonukleotydow RNA klasy | ulegta rozszczepieniu. W obliczu tych problemow
Doktorantka zaprojektowata inna grupg oligonukleotydow RNA-DNA (klasa Il), gdzie
zastgpita tarncuch rybonukleotydowy deoksyrybonukleotydowym (RNA/DNA) w bliskim
sgsiedztwie tgcznika. Tym razem oligomery sktadaty sie z krotszej sekwencji 5'-GCUGdC-
tacznik-dGCUGC-3'. Dtugosci oligomerow klasy Il potwierdzono oczyszczajac
wykorzystaniem elektroforezy w 15% zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujgcych (PAGE).

Na tym etapie, w mojej ocenie kilka zagadnien wymaga wyttumaczenia. Po
pierwsze, dlaczego, zdaniem Doktorantki, konstrukty typu | sg chemicznie nietrwale. Poza
tym, dobrze bytoby, aby Doktorantka wyttumaczyta interpretacje widm masowych
przedstawionych na Rysunku 16 i zanalizowata czystoS¢ zwigzkow ocenianych tag
technika.

Kolejnym zadaniem badawczym realizowanym w ramach tej tematyki byto
wykrystalizowanie i wyznaczenie struktury przestrzennej stabilizowanego RNA.
Doktorantka zaprojektowata i zsyntetyzowata pigC zestawow oligonukleotyddw, i dla
produktu z pomyslnie przeprowadzonej syntezy przeprowadzita krystalizacje.
Odpowiednie do badan dyfrakcyjnych krysztaty otrzymata tylko dla RNA o sekwencji 5’
CUGCUGCUG-3a-CUGCUGCUG-3’. Pomiary dyfrakcyjne do rozdzielczosci 1.5A zostaty
wykonane w Hamburgu w osrodku synchrotronowym DESY na linii pomiarowej P13.
Oligonukleotyd T2 krystalizuje w uktadzie trygonalnym w grupie przestrzennej R32. Mimo,
ze wspomniana wczesniej rozdzielczo$é pomiaru byta satysfakcjonujaca nie udato sie
dobrze udoktadnic struktury, koricowe parametry Ruo/Rree Wynosza okoto 25% i 36%.
Przyczyne Doktorantka upatruje w ztej jakosci krysztatéw o duzym nieuporzadkowaniu
struktury krystalicznej. Doktorantka szczeg6towo opisata strukture i pordwnata jej model
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ze strukturag referencyjng zawierajaca trzy powtorzenia CUG, ktore zaczerpnieto ze
struktury krystalicznej 3GM7. Parametry obydwu dupleksow s3 poréwnywalne, natozenie
dwdéch struktur dato parametr RMSD wynoszgcy 1,095 A. Druga strukturg krystaliczng
opisana przez Doktorantke jest struktura spinki RNA oparta na motywie petli sarcynowo-
rycynowej o sekwencji 5'-AGGACCGGAGCG-S18-UGCUCCUAGUACGAG-3' T4Z2, gdzie
tacznik S18 umieszczony jest U podstawy trzonu. Rozdzielczo$é pomiaru obrazu
dyfrakcyjnego miescita si¢ w granicach 1,35-1,27 A. Struktura krystalizuje w grupie
przestrzennej C2 w uktadzie jednoskosnym. Udoktadnienie struktury zakonczono przy
parametrach Rwond/Riree wynoszacych okoto 15% i 20%. Rowniez ta struktura zostata
poréwnana z fragmentem 5'.CUC CUA GUA CGA GAG GAC CGG AGU-Z biatka1Q9A i
wykazano wysokie podobienstwo z RMSD réwnym 0,8 A.

Innym podejsciem stabilizacji struktury RNA  jest  wykorzystanie
matoczgsteczkowego liganda dimeru karbaminianu naftyrydyny (NCD). Doktorantka
wykazata, ze wigzanie matoczgsteczkowego liganda moze stabilizowaé strukturg RNA
poprzez indukowanie lokalnej stabilizacji w petli UGGAA dziatajgc jako ,molekularny klej”
pomigdzy czgsteczkami zwigzanymi przez symetrig. Jest to inny mechanizm niz w
metodach kowalencyjnych.

Ostatni etap pracy dotyczyt analizy wtasciwosci  fizykochemicznych i
biochemicznych otrzymanych konstruktow RNA. Obejmuje on badania denaturaciji
termicznej z wykorzystaniem spektroskopi UV, pomiary dichroizmu kotowego, a takze
ocene ciecia RNA in vitro przy uzyciu nukleazy Dicer. Doktorantka zastosowata te techniki
by oceni¢ wptyw zastosowanych strategii stabilizacji na zachowanie struktury RNA, jej
zdolnosé do prawidtowego fatdowania oraz aktywnosc biologiczng.

W mojej ocenie Doktorantka przedstawita rozprawe doktorska zgodnie ze
standardami naukowymi Korzystajgc jednak z przywileju bycia recenzentem chciatabym
wywotaé publiczng dyskusjg z Doktorantkg w oparciu o kilka zagadnien poruszanych w
doktoracie:

1. Biorgc pod uwage stabe wyniki udolktadnienia struktury |, czy przeprowadzata
Pani jeszcze jakies proby udoktadnienia, redukcji danych, pomiarow
dyfrakcyjnych?

Dla tego krysztatu, przy jakiej dtugosci promieniowania byt prowadzony pomiar?

2. Jak byta przeprowadzana redukcja danych dla obydwu pomiaréw i na jakie
parametry zwracata Pani uwagg generujac zbidr intensywnosci (programy,
metody skalowania itd.)?

3. Zaskakujaca jest dla mnie dtugosc fali dla pomiaru krysztatu Il. W tekscie na
stronie 81 podaje Pani dtugosc fali 91,7 A, prosze o komentarz.

4. Czydane strukturalne zostaty juz zdeponowane?
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5. Dla syntezowanych zwigzkow, ktorych synteza jest opisana w rozdziatach
5.2.3.3 - 5.2.3.21 brakuje wzorow strukturalnych/schematéw. Bytoby to
znaczne utatwienie winterpretacji. Z kolei syntezatgcznikow przedstawiona jest
w innej kolejnosci niz synteza wyjsciowych zwiazkéw na schemacie 1 (strona
61), co jest prezentowane w innej kolejnosci niz tgczniki przedstawione na
rysunku 12.

Podsumowujgc stwierdzam, ze Doktorantka Martyna Mateja-Pluta wykazata sie
wiedzg w tematyce rozprawy, zrealizowata zatozone cele badawcze i uzyskata oryginalne
nowe wyniki naukowe. Ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny i znaczenie
rozwigzanego przez Panig Martyne problemu badawczego rozprawa doktorska Pani mgr
Martyny Matei-Pluty zastuguje na wyroznienie. Przedstawione przez Doktorantke wyniki
wzbogacajg opracowanie nowych strategii stabilizacji struktur czasteczek RNA. Jak wazny
i trudny eksperymentalnie problem pokonujag badacze zajmujgcy sie tg tematyksg obrazuje
fakt, ile jest obecnie zdeponowanych struktur w bazie danych biatkowych PDB: 9511
struktur RNA a 244275 struktur biatkowych.

W mojej ocenie przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia wymagania
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 o 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.
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