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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Patrycji Obary ,Badanie oddziatywania niekanonicznych form
telomerowych fragmentéw DNA z nanorurkami weglowymi przy zastosowaniu metod dynamiki
molekularnej”

Rozprawa doktorska ,Badanie oddziatywania niekanonicznych form telomerowych fragmentéw DNA z
nanorurkami weglowymi przy zastosowaniu metod dynamiki molekularnej” zostata przygotowana przez
mgr Patrycje Obare pod kierunkiem prof. dr hab. Tomasz Panczyka oraz dr. Paweta Wolskiego w
INSTYTUCIE KATALIZY | FIZYKOCHEMII POWIERZCHNI im. Jerzego Habera POLSKIE) AKADEMII NAUK w
Krakowie.

Celem pracy byto zbadanie wtasciwosci struktur utworzonych w wyniku oddziatywania niekanonicznych
form DNA z nanorurkami weglowymi. Gtéwng metodg badawcza byty symulacje dynamika molekularna
wykonane z wykorzystaniem dostepnych pakietéw symulacyjnych. Rozwazane w pracy zagadnienie
badawcze jest interesujgce z poznawczego punktu widzenia ale moze mieé takze potencjalnie praktyczne
zastosowania, na przyktad przy stabilizacji fragmentow kwasow nukleinowych w szczepionkach.

Praca sktada sie z dziewieciu rozdziatow, podsumowania oraz bibliografii. Cztery pierwsze rozdziaty
tworza wstep, w ktérym opisano w sposéb encyklopedyczny niekanoniczne formy DNA, oddziatywania
niekanonicznych form DNA ze ligandami, nanorurki weglowe oraz metody badawcze stosowane w pracy.
W rozdziale pigtym przedstawiono motywacje do przeprowadzenia badan zaprezentowanych w pracy
oraz okre$lono co jest celem pracy. W rozdziatach od széstego do dziewigtego opisane zostaty
przeprowadzone badania. W rozdziale dziesigtym podsumowane zostaty przeprowadzone badania oraz
przedstawione wynikajace z nich wnioski.

Badania stanowiace podstawe pracy doktorskiej opisane w czterech rozdziatach dotyczyty czterech
réznych zagadnien o rosngcym stopniu ztozonosci badanych uktadow. Pierwszy problem dotyczyt
analizy stabilnosci niekanonicznych form DNA (imotif, G-quarduples) w obecnosci jonéw sodu i chloru
oraz wody modelowanej przez potencjat TIP3P w $rodowisku kwasnym i obojetnym. Stosujac
wymuszone rozwijanie metoda sterowanej dynamiki molekularnej probowano zidentyfikowa¢ mozliwe
stabilne konfiguracje badanego uktadu. Jako miare stabilnosci rozwijanych struktur stosowano prace
wykonana w trakcie tego procesu w funkcji sredniego kwadratowego odchylenia od zoptymalizowanej
struktury nie poddanej zadnym zewnetrznym oddziatywaniom. Z przeprowadzonych obliczen wynika, ze
warto$¢ pH ma duzy wptyw na stabilnos¢ struktury i-motif. Ponadto stwierdzono, ze idealna struktura G-
quadruplex stabiej stabilizuje strukture i-motif niz jej rozwinieta forma.

Drugim badanym problemem byto analizowanie oddziatywan struktury i-motif z nanorurkami weglowymi
o réznych s$rednicach i chiralnosci, funkcjonalizowanych na korfcach grupami aminowymi lub resztami
zawierajgcymi guanine. Celem tych badan byto zrozumienie mechanizmu stabilizowania struktury i-motif
oddziatujacej z nanorurka weglowa. Zbadano czy istniej optymalne potozenie struktury i-motif na
powierzchni nanorurki oraz deformacje tej struktury stosujac jako miare odksztatcenia $rednie
kwadratowe odchylenie od struktury poczatkowej. Podjeto réwniez préobe oszacowania zmiany energii
swobodnej powstatej w wyniku wymuszonego odrywania struktury i-motif od powierzchni nanorurki.
Badano dwie formy struktury i-motif, protonowang i nieprotonowana. Wyniki symulacji sugerowaty, ze
oddziatywania nanorurek weglowych ze strukturg i-motif nie prowadza do jej stabilizacji. Stwierdzono,
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ze w wyniku silnej adsorpcji struktury i-mofif na nanorurkach weglowych dochodzi do degradacji
przestrzennej tych struktur.

Trzeci badany modelowy uktad byt najbardziej ztozony i prawdopodobnie istotny ze wzgledu na jego
potencjalne znaczenie w uktadach biologicznych. Uktad ten sktadat sie z struktur i-motif oraz G-
quadruplex wstawionych w podwadéjng helise DNA. Zbadano oddziatywania takiej ztozonej struktury z
nanorurkami weglowymi o réznej chiralnosci. Do koficéw nanorurek przytaczono grupy guaninowe. Ze
wzgledu na ztozono$¢ badanego uktadu zastosowano uproszczong metode symulacyjng rigid-body
replika exchange w celu szybszego otrzymania konfiguracji poczatkowych. Zbadano réwniez stabilnos¢
struktury i-motif przez obliczenie pracy wykonanej podczas wymuszonego rozwijania metoda sterowanej
dynamiki molekullarnej. Wyniki symulacji nie wskazuja, ze nanorurki weglowe w srodowisku obojetnym
stabilizujg strukture i-motif.

Komplementarne do badahn prowadzonych metodg dynamiki molekularnej byto badanie protonacji
telomerowych fragmentéw DNA przez karboksylowane nanorurki weglowe. W tym celu przeprowadzono
obliczenia metodami mechaniki kwantowej uktadéw bedacych mniejszymi fragmentami badanych
struktur. Zastosowano metode wymuszonej optymalizacji geometrii. Przeprowadzone obliczenia
wskazujg, ze mechanizm bezposredniego przeniesienia protonéw z grup karboksylowych do cytozyn jest
mato prawdopodobny.

Niektore aspekty pracy wymagaja dodatkowego komentarza. Wstep jest bardzo obszerny ale czasami
bardzo ogélny. Na przyktad informacje o zastosowaniach nanorurek nie wigza sie bezposrednio z
tematem pracy. Opis metod badawczych jest bardzo powierzchowny, sprowadza sie gtéwnie do podania
nazw pakietéw symulacyjnych stosowanych do prowadzenia obliczen.  Stwierdzenie, ze ,parametry
mikroskopowe s3 dzieki zastosowaniu mechaniki klasycznej przetwarzane na dane makroskopowe takie
jak energia, ci$nieni” jest co najmniej niefortunne.

W pracy czesto informacje o sposobie obliczen numerycznych sa przedstawiane opisowo bez podawania
odpowiednich wzoréw matematycznych. Na przyktad, na stronie 69 jest napisane ,, Rmsd obliczono po
wykonaniu optymalnego obrotu UX(t)=> x™ , ktéry najlepiej naktada wspétrzedne xi(t) na zbiér
wspotrzednych odniesienia x .” Nie jest podane jak zdefiniowana jest funkcja UX(t). Jak zostato
zdefiniowane kryterium optymalnosci?

Na stronie 73 napisano ,,Obecno$¢ komplementarnego tancucha bogatego w guanine z utworzonym Gq
wymaga pokonania bariery energii swobodnej rzedu 70 kJ mol™ w celu rozwiniecia i-motifu do formy
spinki do wloséw.” Jak zostata wyznaczona warto$¢ energii swobodnej 70 k) mol™?

Na stronie 75 napisano: ,, Na Rys. 6.5. przedstawiono prace zwigzang z sitami generowanymi przez
liniowo narastajacy (ze stata predkoscia 1.25 A ns™) rmsd”. Nie jest jasne co oznacza sformufowanie
»liniowo narastajacy rmsd”. Jak taki proces jest generowany w symulacjach komputerowych ?

Na stronie 76, na Rys. 6.5 przedstawiona jest praca wykonana w celu wymuszonego rozwiniecia struktury
G-quaruplex. Jak formuta matematyczna zostata uzyta do obliczenia tej pracy. Na stronie 79, na Rys. 6.7
przedstawiono szare krzywe opisane jako ,wczesniejsze wyniki”. Ktére ,wczesniejsze wyniki” sa
przedstawione jako szare krzywe? Ponizej napisano ,, Zamiast tego uzyto tylko trzech

niezaleznych trajektorii, a otrzymany wynik nazwano potencjatem S$redniej sity, pmf.” Czy pmf
zdefiniowany w ten sposéb jest tozsamy z dobrze znanym i zdefiniowanym pojeciem potencjatu sredniej
sity (potential of mean force).

Na stronie 113 w tabeli 8.1 podane s energie oddziatywan. Jakie s granice btedu wynikajace z obliczen
numerycznych? W przypadku podawania wynikéw symulacji komputerowych powinien by¢ podany
zakres btedu obliczeniowego.
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Na stronie 97 napisano, ze ,Zbiezno$¢ energii swobodnej wyznaczona ta metoda nie jest jednak
zadowalajagca ze wzgledu na usrednienie wyktadnicze.” Co jest rozumiane przez zbiezno$¢ energii
swobodnej oraz jak sposdb usredniania moze wptywacé na doktadnos¢ wyniku? Czy doktadnosé nie zalezy
gtownie od ilosci trajektorii wzietych do obliczen ?

Na stronie 120 napisano ,aby uzyskac¢ bardziej powtarzalne wyniki, takie jak potencjat Sredniej sity
(energii swobodnej), konieczne jest wyktadnicze usrednienie tych krzywych”. Nie jest jasne co oznacza
»wyktadnicze usrednienie krzywych”. Jakie wzory matematyczne zostaty zastosowane?

Na stronie 123 jest napisane ,nanorurki sa w stanie selektywnie atakowac swojg koncowka czesSci DNA”.
Nie jest jasne jaki jaki proces fizyczny jest okreslany przez ,,atakowanie”. Ponizej

stwierdzono, ze ,pogorszenie iM przy neutralnym pH jest w pewnym momencie utrudnione”. Nie jest
jasne co oznacza sformutowanie ,pogorszenie iM”.

Na stronie 125 napisano ,generowanie topologii pola sitowego byto r6zne”. Nie jest jasne co rozumie sie
przez topologie pola sitowego.

W pracy czesto uzywa sie stow dystans i interakcje. Czy jest jakie$ uzasadnienie aby nie stosowaé
odlegtos¢ i oddziatywania, czy jest to jedynie wynikiem kalki jezykowej z angielskiego. Mniej istotna
pomytka w podpisie w Rys. 7.8 , dystnas” zamiast ,,dystans”.

Podsumowujac, mgr Obara przedstawita interesujacy zagadnienie naukowe dotyczace oddziatywan
nanorurek weglowych z telomerycznymi strukturami DNA. Zaproponowata odpowiednie metody
badawcze pozwalajgca na analize zjawisk fizycznych zachodzacych w badanym uktadzie. Przeprowadzita
szereg symulacji komputerowych metoda dynamiki molekularnej. Z otrzymanych wynikéw obliczen
numerycznych wyciggneta odpowiednie wnioski istotne z poznawczego punktu widzenia. Opanowata
podstawowa wiedze z zakresu wtasciwosci fizykochemicznych kwaséw nukleinowych oraz metodologii
prowadzenia symulacji komputerowych.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi praca mgr Patrycji Obary spetnia kryteria stawiane
kandydatom do stopnia doktora, okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r. poz. 574 z pozn. Zm.) i wnosze do Rady
Naukowe] Instytutu Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego Habera Polskiej
Akademii Nauko o przyjecie rozprawy i dopuszcenie mgr Patrycji Obary do dalszych etapow
postepowania doktorskiego.

Prof. dr hab. Wojciech Gézdz
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