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Pracy doktorskiej Pani mgr Patrycji Obary
pt.: ,Badanie oddzialywania niekanonicznych form telomerowych fragmentéw
DNA z nanorurkami weglowymi przy zastosowaniu metod dynamiki

molekularnej”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Patrycji Obary zostala wykonana
w Instytucie Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego Habera PAN w Krakowie, pod
kierunkiem Pana prof. dr hab. Tomasza Panczyka oraz dr Pawta Wolskiego, petnigcego role
promotora pomocniczego. Badania zawarte w niniejszej pracy powstaty W wyniku realizacji
projektu badawczego zatytulowanego ,Badania oddzialywania nanorurek weglowych
z telomerycznym DNA przy uzyciu metod dynamiki molekularnej” (tj. grantu NCN nr
2017/27/B/ST4/00108) i kierowanego przez Promotora, prof. dr hab. Tomasza Panczyka.

Celem rozprawy sformulowanym przez Doktorantke bylo zbadanie z zastosowaniem
modelowania molekularnego oraz czgsciowo obliczen kwantowo-chemicznych oddziatywan
pomigdzy jednosciennymi nanorurkami weglowymi a drugorzedowymi strukturami DNA tj.
G-kwadrupleks oraz i-motyw tworzacymi si¢ na fragmentach telomerowego DNA. Cele
szczegblowe obejmowaty m.in.: (1) okreslenie warunkow stabilnosci termodynamicznej
struktury G-kwadrupleksu oraz i-motywu; (2) analiz¢ procesu adsorpcji oraz desorpcji
struktury i-motywu na/z powierzchni nanorurki, w zaleznosci od stanu jego protonacji oraz
chiralnosci 1 rodzaju grupy funkcyjnej przytaczonej do nanorurki weglowej; (3) analize
stabilnosci oraz sposobu oddziatywan z nanorurkami weglowymi w przypadku, gdy struktura
i-motywu jest utworzona w wickszym fragmencie dupleksu telomerowego DNA; (4) zbadanie

przy uzyciu obliczen kwantowo-chemicznych mozliwosei protonacji cytozyn poprzez
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przeniesienie protonu z grupy karboksylowej, przytaczonej do nanorurki na atomu azotu
w pier§cieniu cytozyny.

Ocena pracy .
Z formalnego punktu oceniana praca doktorska ma forme klasycznej rozprawy

z podziatem na 10 gtéwnych rozdzialow, poprzedzonych streszczeniem w jezyku polskim
i angielskim (summary) oraz wykazem stosowanych skrotow. Czg$¢ teoretyczna obejmuje
rozdziaty 1-4, rozdziat 5 omawia cele pracy, wyniki zawarte s3 w rozdziatach 6-9, rozdziat 10
stanowi podsumowanie. Prace konczy spis cytowanej literatury obejmujacy 289 pozycji.
Praca zostala napisana w jezyku polskim i obejmuje 170 stron. na ktérych facznie
zamieszczono 35 rysunkéw oraz 4 tabele. Uwazam, ze cala praca jest przygotowana bardzo
starannie pod wzgledem edytorskim.

W czesci literaturowej, Autorka zapoznaje Czytelnika z drugorzedowymi strukturami
DNA — poczynajac od powszechnie znanej helisy DNA typu B, poprzez struktury A-DNA
oraz Z-DNA, dalej struktury trojniciowe az po struktury czteroniciowe, ktore sg obiektem
badan w ramach niniejszej rozprawy. W dalszej kolejnosci oméwiony jest rozw6j badan nad
ligandami stabilizujagcymi G-kwadrupleksy DNA w kontekscie projektowania lekow
przeciwnowotworowych oraz bioracych udziat w regulacji ekspresji genow. Autorka stusznie
zauwazyla, ze ten nurt badan objal takze i-motywy, co wynikneto z faktu, iz grupa Christa
i Dingera udowodnila, ze tego typu struktury mogg si¢ tworzy¢ in vivo w jadrach ludzkich
komoérek. Do tej pory ilo§¢ ligandéw selektywnie oddziatujacych z i-motywami lub
indukujacych powstawanie tej struktury jest ciagle ograniczona. Nie dziwi zatem fakt, ze
obiektem zainteresowan Doktorantki staly si¢ karboksylowane jednoscienne nanorurki
weglowe (ang.: Carbon Nanotubes, CNTs), ktore jako nieliczne wywotuja tworzenie sig
sktadanie sie telomerowego i-motywu. W kolejnym rozdziale, Czytelnik moze zapozna¢ sig
z aspektami budowy CNTs oraz ich charakterystycznymi wiasciwosciami (m.in.
toksycznoscia), ktére wptywaja na ich potencjalne zastosowanie. W tym rozdziale znajduja
si¢ tez informacje na temat sposobéw funkcjonalizacji tych struktur, ich wykorzystania do
celéow bioanalitycznych i diagnostycznych, czy tez terapeutycznych. Ze wzgledu na
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udowodnione selektywne interakcje z i-motywem, CNTs jawig si¢ jako potencjalne sondy do
badan nad funkcja biologiczng tej struktury DNA. Co wigcej, w dostgpnej literaturze brakuje
szczegdlowych opracowan skupiajacych sie na zrozumieniu mechanizmu oddzialywania
pomiedzy nanorurkami weglowymi a fragmentami telomerowego DNA, zawierajacego
czteroniciowe struktury tj. i-motyw oraz G-kwadrupleks. To wszystko stalo si¢ podstawag
i motywacja do badan zawartych w niniejszej dysertacji. W ramach czedci teoretycznej, mgr
Patrycja Obara umiescila tez rozdzial opisujacy metodyke badan, w tym podstawy dynamiki
molekularnej oraz informacje na temat pdl sitowych tj. empiryczne pole sitowe w postaci
potencjatu AIREBO oraz klasyczne pole sitowe AMBER.

Jak juz wspomniatam, Doktorantka wyrdznita 4 szczegdtowe cele swojej pracy,
a wyniki ich dotyczace wraz z informacjami na temat symulacji poszczegélnych badanych
uktadéw s3 umieszczone w rozdziatach od 6 do 9. Po zapoznaniu si¢ z tymi rozdziatami,
uwazam, ze Doktorantka zrealizowala cele rozprawy. I tak, Pani mgr Obara potwierdzila, ze
rozwijanie i-motywu jest zdecydowanie tatwiejsze w pH neutralnym i dodatkowo wykazata,
ze w warunkach obojetnego pH obecno$¢ czesciowo rozwinigtego G-kwadrupleksu na nici
komplementarnej do tej z i-motywem zwigksza stabilnos¢ tegoz i-motywu w neutralnym pH.
Nastepnie Doktorantka analizowata oddziatywanie i-motywu z jednosciennymi nanorurkami
(CNT) i wykazata, ze zlozona struktura i-motywu (zwana protonowanym iMp) adsorbuje na
powierzchni nanorurki w orientacji ,.dolnej” (tzn. jego konce 3’ i 5 oraz zasada All s3
skierowane w kierunku powierzchni CNT) a nie poprzez waski czy maly rowek tej struktury.
Ponadto wykazano, ze cyt. ,,jednoscienne CNTs nie moga bezposrednio stabilizowa¢ struktur
nieprotonowanego iM z powodu prostych oddziatywan fizycznych, wynikajgcych ze
specyficznego ksztaltu CNTs.” Czy mozna uzywaé okreslenia ,nieprotonowany i-motyw”
jezeli podstawowym clementem budulcowym i-motywu jest potprotonowana para cytozyna-
cytozyna (C:C+) a brak protonowania na azocie N(3) jednej zcytozyn w dalszej
konsekwencji uniemozliwia uksztattowanie szkieletu tej struktury? Przyznam, ze rozwinigty
i-motyw (i pozbawiony protonéw na azotach N(3) cytozyn) jawi mi sig jako

nieuporzadkowany klebek statystyczny (ang. random coil) — prosze o komentarz.
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Wracajac do otrzymanych wynikéw, Doktorantka sugeruje, ze w przypadku waskich
nanorurek mozliwe jest owiniecie laficucha iM wokét nanorurek CNT. Wydaje sig, ze ten
wynik zaprzecza doniesieniom literaturowym, iz przestizenna struktura i-motywu jest
stabilizowana w fizjologicznym pH poprzez interakcje z grupami karboksylowymi na
powierzchni jedno$ciennych CNTs. Dlatego w kolejnym kroku, mgr Obara prébuje
zrozumie¢ mechanizm tych oddziatywan, ale juz w przypadku, gdy i-motyw jest utworzony
w dupleksie telomerowego DNA. Tutaj na uwage zastuguje fakt, ze Doktorantka musiata
zaproponowaé podejscie pozwalajace szybko uzyska¢ struktury, ktére sa znacznie blizsze
konfiguracjom termodynamicznie optymalnym niz te, otrzymane z bardzo dlugich obliczef
standardowa dynamika molekularng. Dzigki zaproponowanej procedurze obliczeniowej
odkryto, ze analizowany fragment iG (i-motyw + G-kwadrupleks) tworzy strukture
przestrzenng w ksztalcie litery V z niekanonicznymi fragmentami znajdujgcymi si¢ na ostrzu
ksztaltu tej litery, zas nanorurki weglowe sa zwykle umieszczone pomigdzy jej ramionami.
Ponadto wykazano, ze w przypadku nanorurek sfunkcjonalizowanych na koncach guaninami,
obecno$é tych heterocyklicznych zasad sprawia, ze nanorurki sa w stanie selektywnie
atakowaé swoja koncowka G-kwadrupleks oraz i-motyw; za$ brak guanin na koncowkach
nanorurek prowadzi do swobodnego ruchu iG po powierzchni CNT. Stwierdzono tez, ze
analizowane nanorurki weglowe nie stabilizuja przestrzennej struktury i-motywu
w warunkach neutralnego pH. Tutaj nasuwa si¢ pytanie, czy sfunkcjonalizowanie nanorurek
innymi heterocyklicznymi nukleozasadami (np. adening czy tez cytozyna) wywotatoby
analogiczny efekt?

Wspomniany brak stabilizacji i-motywu przez nanorurki weglowe sfunkcjonalizowane
guaninami’doprowadzil Doktorantke do postawienia wniosku, ze ,,obserwowana w literaturze
indukcja tworzenia iM w wyniku oddziatywan z karboksylowanymi jednosciennymi CNT nie
jest bezposrednio zwigzana ze szczegblng geometria nanorurek weglowych”, lecz
prawdopodobnie wynika z przeniesienia protonéw z grup funkcyjnych CNT na cytozyny
i utworzenia stabilnych par C:C+. Celem weryfikacji tej hipotezy, mgr Obara wykonata

symulacje obliczeniowe, ktére wykazaly, ze taki proces nie jest mozliwy ani w przypadku
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nanorurek z przylgczonymi grupami karboksylowymi na $cianie bocznej, ani tez na koficach
CNT. Jako ostateczne wytlumaczenie sposobu indukowania/stabilizacji i-motywu w pH
obojetnym przez CNT, Doktorantka przyjeta, ze nanorurki. mogg lokalnie obniza¢ pH przez
dysocjacje  grup karboksylowych i w  konsekwencji ~wywolywaé utworzenie
potprotonowanych par cytozyn (C:C+) i dalej formowanie si¢ szkieletu i-motywu. Ta
informacja jest bardzo istotna w kontekscie projektowania kolejnych ligandéw mogacych
indukowaé/stabilizowac czteroniciowa strukture i-motywu.

W tym miejscu chciatabym podkresli¢, ze wysoko oceniam tadunek merytoryczny
ocenianej pracy oraz sposob ilustracji wynikéw. Szkoda jedynie, ze na rysunku 6.1,
przedstawiajagcym schemat analizowanych struktur i-motywu oraz G-kwadrupleksu, ta
ostatnia struktura nie jest narysowana w topologii hybrydowej. W pracy praktycznie nie
spotyka sie bledow stylistycznych ani literéwek, jedynie w tekscie wystepuja niekiedy tzw.
sieroty czyli pojedyncze litery znajdujace si¢’ w ostatnim miejscu w wersie. Uwazam, ze
Autorka uzywajgc nazw czteroniciowych form DNA powinna zapisywac je catkowicie po
polsku a nie czegsciowo po angielsku tzn. Autorka pisze ,,G-quadrupleks” zamiast ,,G-
kwadrupleks”, to samo dotyczy i-motywu tzn. Autorka pisze t¢ nazwe z litera ,,f” na koncu (i-
motif) zamiast z literg ,,w” (i-motyw). Nie rozumiem, a wlasciwie nie pasuje mi okreslenie
Htriada cytozynowa”, jezeli elementem budulcowym i-motywu sa interkalujace pary zasad
cytozyna:cytozyna protonowana (C:C+), za$ okreSlenie triada kojarzy mi si¢ w pierwszej
kolejnosci z elementami budowy struktur tréjniciowych.

W rozprawie doktorskiej brak jest informacji na temat dzialalnosci naukowej
Doktorantki, a przede wszystkim na temat tego, czy wyniki badan zostaly juz opublikowane.
Jednakze, z dostarczonych mi materialdéw wynika, ze Pani Patrycja Obara (wczesniej Wojton)
jest wspotautorka 4 publikacji oraz brata udziat w 12 konferencjach naukowych, w tym
potowa to konferencje miedzynarodowe.

Podsumowujgc nalezy stwierdzié, ze znalezionych bledoéw i uchybien jest niewiele 1 ze
w zaden sposdb nie wplywajg na moja pozytywna oceng rozprawy. Przedstawiono w niej

warto$ciowe wyniki, ktore bedg pomocne w dalszym projektowaniu ligandéw rozpoznajacych
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i oddziatujacych ze strukturg i-motywu, a prawdopodobnie tez w zrozumieniu dziatania
mechanizméw komoérkowych, w ktoére zaangazowane sg miejsca promotorowe gendw,
zawlerajace nici bogate w cytozyny 1 guaniny czyli- zdolne do tworzenia struktur

czteroniciowych tj. i-motywy oraz G-kwadrupleksy.

Whiosek koncowy

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 1 nauce (Dz.U. z 2022 r. poz. 574 z pdzniejszymi zmianami)
i wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego
Habera Polskiej Akademii Nauk o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Patrycji Obary do
dalszych etapow postepowania doktorskiego.

Ponadto z uwagi na wartosciowy naukowo i wysoki poziom merytoryczny badan,
o czym $wiadczg publikacje w czasopismach tj. Biophysical Chemistry (IF 3,6), Journal of
Physical Chemistry B (IF 3,4) oraz International Journal of Molecular Sciences (IF 6,2)
wnioskuje do Rady Naukowej IKiFP PAN w Krakowie o wyréznienie pracy doktorskiej mgr
Patrycji Obary. Wniosek ten wynika tez z faktu, iz w literaturze praktycznie nie ma prac
obliczeniowych poswieconych zrozumieniu mechanizmu tworzenia sie czteroniciowych i-
motywow w lokalnie rozwinigtym dupleksie DNA czyli w obecnosci zwinietego lub
nieztozonego G-kwadrupleksu na komplementarnej nici, w warunkach fizjologicznego pH.
Co wigcej, wyjasnienie sposobu oddziatywania/stabilizacji struktury i-motywu przez ligandy
(tutaj zastosowano jeden z nielicznie selektywnych tj. CNT) jest istotne w kontekscie

projektowania czy tez dostarczania lekow przeciwnowotworowych.

Z powazaniem,

dr hab. Anna Dembska, prof. UAM
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