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Przedmiotem badan eksperymentalnych oraz obliczeniowych byly oddziatywania
syntetycznych oligomeréw RNA z rybosomowym RNA. Zastosowane zostaly metody
spektroskopii fluorescencyjnej oraz pomiary kalorymetryczne (ITC - [sothermal Titration
Calorimetry), jak réwniez metody symulacyjne dynamiki molekularne;.

Metody spekiroskopii fluorescencyjnej pokazujg m.in. czy badane obiekty molekularne
oddziatujg ze sobg, pomiary kalorymetryczne ITC pozwalajg na wyznaczenie energii
swobodnej oddziatywania badanych molekularnych obiektéw, obydwie metody
eksperymentalne posrednio lub bezposrednio pozwalajg na wyznaczenie statych rownowag
tworzenia sie komplekséw molekularnych, a zastosowane metody teoretyczne pozwalajg na
pogtebiong interpretacje wynikow doswiadczalnych - w szczegélnosci oszacowanie energii
swobodnej oddziatywania oraz interpretacje strukturalnych i dynamicznych cech tworzonych
si¢ kompleksow. Uzyskane wyniki badan z wykorzystaniem metod biofizyki i fizyki
molekularnej zostaty wykorzystane do sformutowania wnioskéw o charakterze biologicznym.
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Tematyka rozprawy miesci sie w szerszym nurcie wspoiczesnych badar biofizyki w ktérych
algorytmika i metody obliczeniowe staly sie istotng metodologia badania struktury i funkgji

ztozonych uktadéw biomolekularnych.

Obiektami badan w tej rozprawie byt rybosomowy RNA oraz syntetyczne analogi kwasow
nukleinowych, w tym PNA (peptydowy kwas nukleinowy) oraz 2'-O-metylowane RNA.

Celem pracy byto:

- scharakteryzowanie wiasciwoséci fizykochemicznych modeli rRNA, o sekwencjach
prokariotycznych i eukariotycznych tzw. rybosomowego miejsca A, obejmujacego
domene wigzania sie antybiotykéw aminoglikozydowych,

- sprawdzenie czy oligomery 2'-O-Me RNA mogg wigzac¢ si¢ w sposéb specyficzny z
modelem rRNA bakteryjnego miejsca A, jednoczesnie nie tworzagc stabilnych
komplekséw z modelem eukariotycznym,

- zbadanie mozliwosci wykorzystania metod dynamiki molekularnej do przewidywania
struktury i stabilnosci komplekséw PNA z RNA,

- oraz jako niezalezny watek badan stworzenie aplikacji komputerowej do strukturalnej
analizy wynikow symulacji MD.

W strukturze rybosomu, w miejscu tgczenia sie duzej i matej podjednostki, znajduja sie trzy
miejsca oddziatywania z tRNA: miejsce A, przez ktére wchodzi aminoacylo-tRNA, miejsce P,
gdzie tworzy sie peptydylo-tRNA, oraz miejsce E, przez ktére tRNA opuszcza rybosom po
oddaniu aminokwasu. W pracy Doktorant skoncentrowat swoje badania na miejscu A.

Wybor podyktowany byt m.in. faktem, ze miejsce A, znajdujgce sie w rRNA podjednostki 30S
rybosoméw bakteryjnych, jest podstawowym miejscem wigzania sig antybiotykéw z grupy
aminoglikozydow. Nalezy podkresli¢, ze organizmy eukariotyczne i prokariotyczne réznig sie
sekwencjg rRNA w poblizu miejsca A. Dziatanie tej klasy antybiotykéw takich jak:
neomycyna, paromomycyna czy gentamycyna polegajg gtéwnie na zaburzeniu procesu
translacji u bakterii.

Sposrod takich znanych modyfikowanych oligonukleotydéw jak MP, CNA, PMO, 2’0OMeRNA
oraz PNA, Autor rozprawy skoncentrowat swoje badania na 2’0OMeRNA oraz PNA.

Praca o objetosci 199 stron napisana jest w jezyku polskim. Poczatek rozprawy rozpoczyna
sig jej streszczeniem. Cata praca podzielona jest na V czeéci oznaczonych cyframi tacifiskimi
oraz na 18 rozdziatbw ponumerowanych cyframi arabskimi. Czes¢ | zawiera przeglad
literaturowy dotyczacy badanych kwaséw nukleinowych, formutuje réwniez cel pracy i
motywacje badan. Cze$¢ Il poswigcony jest przegladowi zastosowanym metodom
teoretycznym i doswiadczalnym. Czes¢ Ill zawiera opis strukturalny i funkcjonalny aplikacji
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MINT do analizy struktur kwaséw nukleinowych pochodzgcych z symulacji metodami MD.
Czes¢ IV poswiecony jest badaniom oddziatywan 2’0O-Me-RNA z modelami rRNA. Rozdziat
V poswiecony jest oddziatywaniom PNA z rybosomowym RNA. Praca koriczy sie bibliografig
zawierajgcg 207 pozycji. Czesci lll, IV i V zawierajg tez podsumowania uzyskanych
wynikéw. Poza tym praca zawiera dodatki, w tym program do analizy krzywych proceséw
topnienia kwasow nukleinowych w jezyku angielskim oraz anglojezyczna instrukcja programu
MINT.

Wyniki uzyskane w pracy doktorskiej bazujg na dwoch publikacjach i jednej w przygotowaniu
do druku:

1. M.Kulik, AM Goral, M. Jasiriski, PM Domaniak, J Trylska, Electrostatic Interactions in
Aminoglycoside-RNA Complexes 2015, Biophys. J. 108 (3), 655-665.

2. A. Gorska, M. Jasinski, J. Trylska MINT: Software to Identify Motifs and Short-range
Interactions in Trajectories of Nucleic Acids 2015, Nucleic Acids Res. 43 (17):e114.

3. M. Jasinski, M. Kulik, M. Wojciechowska, R. Stolarski, J. Trylska Interactions of 2’'0O-
methyl Oligoribonucleotides with the Models of the 30S subunit A-site, w
przygotowaniu,

jak réwniez trzech ustnych wystgpieniach na miedzynarodowych konferencjach i kilkunastu

doniesien w postaci plakatéw.

Istotnym osiggnigciem Autora rozprawy bylto stworzenie we wspétpracy z mgr Anng
Gorskg podstaw programu MINT (Motif Identifier for Nucleic Acid Trajectory) do analizy
wynikéw symulacji kwaséw nukleinowych metodami dynamiki molekularnej, w tym analizy
strukturalnej (m.in. klasteryzacja motywéw strukturalnych) oraz analizy energetycznej (m.in.
szacowania energii stacking'v miedzy nukleotydami, czego np. nie zawierajg programy
analizy struktur rozwiniete wczesniej w innych zespotach badawczych). Program akceptuje
wigkszos¢ formatéw danych, moze realizowaé post-processing w sposéb zréwnoleglony na
wielu procesorach. Stworzone $rodowisko MINT zostato wykorzystane w analizie wynikow

MD dla badanych w rozprawie ukladéw oraz udostepnione na serwerze:
http://mint.cent.uw.edu.pl/.

W badaniach eksperymentalnych i symulacyjnych Autor rozprawy scharakteryzowat
prokariotyczne oraz eukariotyczne rybosomowe miejsce A. Sprawdzit takze czy oligomery
2'0-Me RNA mogg wigza¢ sie specyficznie z modelem rRNA bakteryjnego miejsca A,
jednoczesnie nie tworzac stabilnych komplekséw z modelem eukariotycznym. Badania w
szczegolnosci pokazaly, ze aby zapewni¢ brak oddziatywar oligomeréw z modelem
eukariotycznym, konieczne sg co najmniej trzy niedopasowania w sekwencji oligomeru
wzgledem sekwencji eukariotycznego rRNA.



Zbadat wreszcie mozliwosé przewidywania i poréwnania struktury oraz analizy stabilnosci
kompleksow PNA:PNA, PNA:RNA w poréwnaniu z RNA:RNA. Wyniki symulacji MD z
wykorzystaniem pola sitowego CHARMM dawaly racjonalne wyniki, zawodzity jednak w
przypadku pola sitowego AMBER. Autor rozprawy kontynuuje ten watek badan w pracowni

prof. Michaela Feiga na Michigan State University.

Opracowanie wynikéw jest bardzo solidne. Na szczeg6ing pochwate zastuguje
komplementarna realizacja badan eksperymentalnych i teoretycznych. Uzyskane wyniki
moga w szczegéblnosci stanowi¢ solidng podstawe do racjonalnej modyfikacji istniejgcych

antybakteryjnych antybiotykéw lub projektowania nowych.

Mam wszakze rowniez kilka uwag dyskusyjnych lub krytycznych.

Co do samej struktury rozprawy - zawiera ona w sobie kilka watkéw badawczych,
ktére wigzg sie dos¢ luzno w spéjng catosé. W szczegodlnosci rozprawa nie zawiera ogolnego
podsumowania rozprawy. Niemniej chciatbym podkresli€, ze poszczegéine podsumowania
czesci badawczych sg wykonane bardzo sumiennie i w sumie cato$¢ uzyskanych wynikow
ma istotng warto$¢ naukowa.

W czesci teoretycznej Autor rozprawy omawiajac metody dynamiki molekularnej jako
reprezentatywny przedstawit konwencjonainy algorytm Verleta. Algorytm ten ma w wigkszym
stopniu znaczenie edukacyjne niz praktyczne. Najczesciej stosuje sie symplektyczne
algorytmy MD, takie jak predkosciowy Verlet (Velocity Verlet) lub algorytm Zzabiego skoku
(Leap-Frog). Przypuszczam, ze w symulacjach tak naprawde stosowany byt jeden z tych
algorytmoéw, bo sg one dostgpne w wykorzystywanych przez Autora pracy pakietach
symulacyjnych.

Nalezy zwréci¢ uwage, ze symulacje metodami mechaniki iflub dynamiki molekularnej
kwas6w nukleinowych sg trudniejsze od tych realizowanych dla biatek. Wynika to m.in. stad,
ze w przypadku kwas6w nukleinowych mamy na og6t do czynienia z silniejszymi
oddziatywaniami elektrostatycznymi niz ma to miejsce w przypadku biatek, ktére to
oddziatywania sg gtéwnie generowane przez zdeprotonowane grupy fosforanowe. W
symulacjach grupy te ekranowane sg z wykorzystaniem kationéw, lub w przypadku modeli
typu usrednionego pola reakcji otaczajgcego $rodowiska ich efektywny tadunek jest silne
redukowany. Kilopot mogg stanowi¢ tez koricowe grupy fosforanowe, ktére moga
wystgpowac w dwoch stanach fadunkowych: -1 lub -2. Pytanie jak traktowane w symulacjach
byly oddziatywania elektrostatyczne i czy np. brak stabilnosci niektorych uktadéw z
wykorzystaniem parametréw pola sitowego Amber nie wynikat ze zbyt przyblizonego

traktowania tych oddziatywar ? By¢ moze wirtuaine miareczkowanie badanych uktadéw z



wykorzystaniem modelu réwnania Poissona-Boltzmanna mogtoby doprowadzi¢ do wigkszej
stabilnosci tych kompleksow ?

Jezeli chodzi o aplikacje MINT to wydaje mi sie, ze do analizy struktury oligo-RNA lub
ich duplekséw przydataby sie réwniez analiza przestrzennego przebiegu nici wynikajgca z
opisu geometrii jednowymiarowych krzywych w przestrzeni 3D, np. opis krzywizny i torsji
parametryzowane dtugoscig tuku. Takiej opcji chyba nie ma w tym pakiecie. Czy Autor
myslat moze o takiej analizie struktury ?

Jak juz wspomniatem wczesniej, dobrze ze w MINTcie analizowane sg oddziatywania
stacking’owe, chciatbym wszakze zwréci¢ uwage, ze konwencjonalne oddziatywania VdW
wystepujgce w stosowanych polach sitowych tylko czesciowo reprodukujg energie korelaciji
wystepujacg pomiedzy réwnolegtymi zasadami kwaséw nukleinowych. To moze tez by¢
czesciowyg przyczyng w badaniach teoretycznych niedostateczng stabilnoscig niektérych
badanych komplekséw. Bytbym zainteresowany opinig Autora czy prébowat rozwigzywac
w/w problemy lub ewentualnie jak docelowo widzi rozwigzanie tych probleméw ?

Troche szkoda, ze Autor rozprawy nie dostrzegt pierwszych, liczgcych sie w Swiecie
prac dotyczacych struktury i aktywnosci biologicznej modyfikowanych oligonukleotydéw, w
tym modyfikowanych w pozycji 2’, pochodzacych z polskiej szkoty biofizyki molekularnej prof.
Davida Shugara, patrz m.in.

1. SWIERKOWSKIW; SZER,W; SHUGAR,D Some properties of poly-ribothymidylic acid, co-polymers

of uridylic and ribothymidylic acids, and their 1:1 complexes with polyadenylic acid. Biochem. Z. 342,
429-435. 1965,
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pyrophosphate, and poly-2'0- methylcytidylic acid. Acta Biochim. Pol. 17, 31-40., 1970,

4. ZMUDZKA,B; SHUGAR.D Role of 2-hydroxyl in polynucleotide conformation: poly 2'-O-
methyluridylic acid. Acta Biochim. Pol. 18, 321-337. 1971,

5. RABCZENKO,A; SHUGAR,D Studies on conformation of nucleosides, dinucleoside monophosphates
and homopolynucleotides containing uracil and thymine base residues, and ribose, deoxyribose or 2'-0-
methylribose. Acta Biochim. Pol. 18, 387-402. 1971,

6. DE CLERCQ.E; ZMUDZKA,B; SHUGAR,D Antiviral activity of polynucleotides: role of 2'-hydroxyl
and pyrimidine-5-methyl. FEBS Lett. 24, 137-140. 1972 .

7. KUSMIEREK,IT; KIELANOWSKA,M; SHUGAR,D Preparation and stability of the helical form of
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Ta niedoskonato$¢ nie wptywa na warto$¢ merytoryczng pracy, warto jednak pamietaé ze

tematyka oligonukleotydéw, w tym takich pochodnych jak 2’-O-metylo byto rozwinieta w

Warszawie znacznie przed innymi badaniami tego typu w wiodgcych os$rodkach

naukowych na $wiecie.



W pracy dostrzegtem tez troche niedoskonatosci edytorskich, takich jak podawanie tytutow
czasopism czasami rozpoczynajgc kazdy wyraz z duzej litery, a czasami tylko pierwszy

wyraz. Generalnie jednak pod wzgledem edytorskim praca wykonana jest bardzo solidnie.

Mgr Jasiniski uczestniczyt w czterech projektach naukowych finansowanych przez MNiSW,
FNP oraz NCN. Byt tez kierownikiem dwoch projektéw popularyzatorskich finansowanych z
Europejskiego Funduszu Spotecznego. Odbyt tez miesigczny staz w University of Virginia,
Charlottesville, USA, pod opiekg prof. Camerona. Obecnie realizuje 6-cio miesieczny staz w
pracowni prof. Michaela Feiga w Michigan State University.

Za osiggniecia w pracy badawczej mgr Jasifiski uzyskat kilka nagréd, w tym Polskiego
Towarzystwa Bioinformatycznego za najlepszg prace magisterskg w roku 2011.

Nalezy tez podkresli¢, ze mgr Jasiniski prowadzit zajecia dydaktyczne na Wydziatach Fizyki i
Chemii, m.in. ,Fizyka — laboratorium”, Wydziat Chemii, Uniwersytet Warszawski (45 h),
.Pracownia biofizyki dla zaawansowanych”, éwiczenie laboratoryjne dla studentow Ill roku,
kierunku ,Zastosowania fizyki w biologii i medycynie”, jak réwniez pomiary wiasciwosci
termodynamicznych kwaséw nukleinowych przy pomocy spektroskopii UV, Wydziat Fizyki,
Uniwersytet Warszawski (263 h). Uczestniczyt tez w cyklu wyktadéw dla nauczycieli szkét
podstawowych, wygtaszanych w ramach projektu szkoleniowego (Ekspedycje Ekspertow)
organizowanego przez Fundacje Uniwersytet Dzieci.

Biorgc pod uwage osiggniecia Autora uzyskane w pracy doktorskiej jak i catoksztatt jego
pracy naukowej i dydaktycznej uwazam ze mgr Jasinski jest doswiadczonym pracownikiem
naukowym.

W podsumowaniu chciatbym stwierdzi¢, Zze rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, jej Autor wykazuje wysokg wiedze w dziedzinie biofizyki i umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Rozprawa speinia wszelkie kryteria ustawowe
I zwyczajowe stawiane rozprawom doktorskim i w zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie
mgr. Macieja Jasiriskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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