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Jednym z najwazniejszych wspodtczesnych wyzwan na styku chemii i1 biologii jest
zrozumienie podstawowych mechanizmow, ktore reguluja oddziatywania biomakromolekut z
innymi czgsteczkami chemicznymi. Ma to szczeg6dlne znaczenie zarowno dla projektowania
nowych substancji biologicznie aktywnych, jak i dla poszerzenia wiedzy na temat proceséw
biochemicznych zachodzacych w komorkach. Podstawowym narzgdziem umozliwiajacym
wglad w te procesy sa metody obliczeniowe. Jednak precyzyjne okreslenie sposobu wigzania
oraz obliczenie energii oddzialywania miedzyczasteczkowego jest duzym wyzwaniem ze
wzgledu na stopien skomplikowania tych procesow. O ile metody chemii kwantowej Swietnie
sprawdzaja si¢ przy przewidywaniu podstawowych wlasciwosci prostych czasteczek
chemicznych, to w przypadku biomakromolekut brakuje odpowiednich zasobow
obliczeniowych do efektywnego przeprowadzenia takich analiz. Problem dodatkowo
komplikuje duza labilno$¢ konformacyjna biomolekut oraz wynikajagca z niej mnogo$¢
lokalnych minimoéw energetycznych. Metody mechaniki i dynamiki molekularnej sa z
powodzeniem od lat stosowane w tym obszarze, jednak doktadne okreslenie energii
oddzialywania nie jest mozliwe ze wzgledu na ograniczenia fizyki klasycznej. Remedium
stanowig metody hybrydowe/alternatywne takie jak opisana w niniejszej rozprawie doktorskiej
metoda UBDB-EP/MM. W metodzie tej gesto$¢ elektronowa czasteczki jest rekonstruowana z
odpowiednich parametrow gestosci elektronowych zdeponowanych w banku asferycznych

pseudoatomow UBDB, a oddzialywanie elektrostatyczne jest obliczane metoda EP/MM.



Metoda EP/MM 1aczy doktadne obliczanie energii oddzialywania elektrostatycznego (EP) dla
bliskich odlegtosci, z energig obliczang w sposdb mniej doktadny wykorzystujac przyblizenie
momentéw multipolowych typu Buckingham dla odleglosci dalszych — podejscie to jest

podobne jak wykorzystywane w metodzie QM/MM.

Zaprezentowana rozprawa doktorska wpisuje si¢ zatem w obecne trendy poszukiwania
bardziej doktadnych metod opisu zachowania i oddziatywan molekut i biomakromolekut.
Gtownym celem pracy bylo okreslenie energii oddziatywan elektrostatycznych biatek z rodziny
IFIT z kwasami rybonukleinowymi (RNA). Ggsto$¢ elektronowa zostata zrekonstruowana
wykorzystujac bank asferycznych pseudoatoméw UBDB, natomiast energia elektrostatycznego
oddzialywania migdzyczasteczkowego zostata obliczona metoda EP/MM. Autorka wykonata
rowniez szereg obliczen oraz analize¢ gestosci elektronowych w wybranych krysztatach
molekularnych, a prac¢ uzupetnia analiza porownawcza odnoszaca si¢ do eksperymentalnych

wartos$ci statych wigzania IFIT-RNA.

Czg$¢ literaturowa przygotowano na podstawie 116 publikacji naukowych. Cytowane
publikacje sg $cisle powigzane z tematyka pracy. W czesci wprowadzenia Autorka przedstawia
kolejno model multipolowy Hansena-Coppensa stosowany w opisie gestosci elektronowe;j
uktadu, koncepcje bankow pseudoatoméw i ich rodzaje, oraz metode EP/MM w obliczeniu
energii oddziatywania elektrostatycznego pomigdzy molekutami. Niestety metoda EP/MM
zostala opisana w sposob pobiezny. Autorka rekompensuje te braki podajac kilka przyktadow
zastosowania metody UBDB-EP/MM, cho¢ analiza ta powinna zosta¢ wzbogacona o konkretne
dane liczbowe, ktére mogloby uwzgledni¢ poréwnanie energii oddzialywan uzyskiwanych
réznymi metodami lub korelacj¢ z eksperymentalnymi warto§ciami stalych wigzania. Taka
analiza dodatkowo podkreslitaby uniwersalnos$¢ i1 efektywno$¢ stosowanej metody przy jej
stosunkowo niskim koszcie. W nastgpnej czesci wstgpu przywotane zostajg podstawowe
informacje dotyczace zasad azotowych, budowy RNA oraz funkcji biatek z rodziny IFIT.
Nalezy podkresli¢, ze biatka IFIT petnig istotng role w procesach obrony komoérki przed obcym
materiatem genetycznym. Wigzanie IFIT z wirusowym RNA skutecznie blokuje jego wnikanie
do jadra komorkowego i1 dalsza replikacje. Jak wykazano eksperymentalnie, mechanizm
rozpoznania opiera si¢ na tworzeniu silnego oddziatywania z 5° koncem RNA wirusowego,
ktore rozni si¢ od RNA ludzkiego. Okreslenie oddziatywania biatek IFIT z fragmentem RNA
jest zatem kluczowe w zrozumieniu tych mechanizmoéw 1 dalszego projektowania lekow

przeciwwirusowych. Uzasadnia to konieczno$¢ podjgcia badan w tym kierunku.

Pierwsza czg$¢ badan wlasnych poswigcona zostala analizie ggstosci elektronowej oraz

energii kohezji w krysztatach molekularnych podstawowych zasad azotowych (izocytozyna,



DAP) oraz chlorowodorku izoguaniny. Autorka wykorzystata bank UBDB w celu rekonstrukcji
gestosci elektronowej w strukturach tych uktadow. Nastepnie wykonata analize topologicznego
rozktadu gestosci elektronowej oraz przeprowadzila odpowiednie obliczenia teoretyczne
zarowno dla calych sieci krystalicznych (w periodycznych warunkach brzegowych) jak i dla

wybranych motywéw strukturalnych. Badania te stanowily preludium do dalszej cz¢$ci pracy.

Kolejne rozdziaty dotyczg badania energii oddzialywan pomig¢dzy biatkiem IFIT1 lub
IFITS a fragmentem RNA wykorzystujac zaproponowang metod¢ UBDB-EP/MM. W pierwszej
kolejnosci Autorka musiata uzupelni¢ bank UBDB o parametry multipolowe dla nowych
pseudoatomoéw (m. in. kationu magnezu). Nastepnie Autorka przechodzi do czg$ci wlasciwej
badan opisujac kompleksy IFIT5-RNA. Jak slusznie wskazuje Autorka, na oddziatywanie
elektrostatyczne kluczowy wplyw ma tadunek oraz jego rozktad w miejscu oddziatywania, za$
mniejsze znaczenie ma sama sekwencja RNA. Autorka w sposob bardzo doktadny analizuje
oddzialywania poszczegolnych reszt aminokwasow z fragmentem RNA, tym samym ustalajac
ktore fragmenty biatka s3 odpowiedzialne za wigzanie RNA. Co wigcej, obliczone warto$ci
zostaly zestawione z wyznaczonymi przez Autorke warto$ciami statych wigzan biatko-RNA.
Autorka przeprowadzita rowniez bardzo istotng analiz¢ wptywu mutacji biatka na wigzanie z
RNA. W tym miejscu uwidacznia si¢ sila stosowanego modelu obliczania energii
oddziatywania elektrostatycznego EP/MM, ktory uwzglednia penetracje chmur gestosci
elektronowych oddzialujacych fragmentow biomakromolekut. Autorka wykazuje réwniez,

ktére mutacje moga mie¢ wplyw na zwiekszenie badz zmniejszenie sity wigzania biatko-RNA.

W dalszej czgsci badan wiasnych Autorka analizuje wptyw budowy 5° konca RNA na
jego oddzialywanie z bialkiem IFIT1. Rozwazono rowniez wplyw konfiguracji (syn/anti)
zasady azotowej oraz formy tautomerycznej 7-metyloguanozyny, jak réwniez catkowitego
fadunku RNA. Nastepnie Autorka porownuje efekt wigzania biatek IFIT1 oraz IFITS z
fragmentami RNA dyskutujac udzial energii oddzialywania w obszarze wigzania, wptyw
sekwencji biatka, fadunku, jak réwniez ewentualnej obecnos$ci kationu magnezu na catkowita
energi¢ oddziatywania biatko-kwas rybonukleinowy. W finalnej cze$ci pracy dokonuje
kompleksowego porownania uzyskanych wynikow zestawiajagc je ze zmierzonymi
eksperymentalnie wartosciami statych wigzania bialko-RNA. Zgodnie z uzyskanymi wynikami
obliczeniowymi biatko IFIT1 preferencyjnie wigze si¢ z fragmentem pppRNA, podczas gdy
rezultaty eksperymentalne wskazuja ze stala wigzania jest wigksza w kompleksie z cap- oraz
cap0-RNA. Zgadzam si¢ z Autorka, ze rdznice te moga wynikac z nieprawidtowo okreslonego
catkowitego tadunku uktadu oraz nieuwzglednienia wptywu czasteczek wody. Czy i

ewentualnie w jaki sposéb mozna byloby zaadresowac te problemy na gruncie obliczen



teoretycznych? Czy efekt obecnosci licznych czagsteczek wody w poblizu miejsca wigzania
bedzie miat duzy wplyw na sam proces wigzania i czy wptyw ten datoby si¢ oszacowacé? Czy
inne kationy (np. kation sodowy — obecny w jednej z analizowanych struktur z bazy PDB) moga
bra¢ aktywny udzial w procesie wigzania? Czy uwzglednienie efektow dynamicznych (np.
stosujgc metody dynamiki molekularnej) mogtoby dostarczy¢ dodatkowych informacji na

temat zachowania tego uktadu?

Jezeli chodzi o strukturg rozprawy, to zostata podzielona na kilka rozdzialéw wedtug
ogolnie przyjetego schematu. Sg to kolejno abstrakt, wprowadzenie literaturowe, cel pracy,
metodologia pomiardw, prezentacja i dyskusja wynikdw oraz podsumowanie. Praca zostata
napisana w jezyku angielskim. Jest ona zrozumiala dla czytelnika, dyskusja jest ptynna, nie
dopatrzylem si¢ istotnych btedow jezykowych. W pracy pojawiaja si¢ drobne bledy oraz

literéwki. Z obowigzku recenzenta podaje kilka przyktadow:
1. Strona 24. “Analogues if”

2. Strona 20. Stosowane symbole S6618 oraz JSCH-200519 nie zostaly wyjasnione (jak

rozumiem jest to rodzina biatek).

3. Strona 26. Nie spotkatem si¢ wczesniej z okresleniem ,,swapped tautomers”. Bezpieczniej

jest méwic¢ o izomerach.

4. Strona 32. Figure 6D. Przedstawione wykresy nie zostaly opisane. Nie jest jasne jakie
wartos$ci figuruja na osiach (Fnorm — czy jest to znormalizowana fluorescencja — ale liczona
jako intensywnos¢ pasma, czy jego catka?), czemu odpowiadajg 3 krzywe na lewym wykresie
Figure6D. W dyskusji brakuje rowniez poréwnania doktadnos$ci roznych metod wyznaczania

statych wigzan. Jaka jest doktadno$¢ stosowanej metody MST?
5. Strona 40. “3.3.2 Electrostatic properties calculations od IFIT1.”

6. Strona 45. Grupa przestrzenna P21/c. Nieprawidtowe formatowanie. Problem z

formatowaniem pojawia si¢ rowniez w kilku innych miejscach (np. Tabela 4).
7. W licznych miejscach w tek$cie pojawiaja si¢ drobne literowki w nazwie biatka IFIT.
8. Strona 110. Format symbolu stalej wigzania Kp jest w kilku miejscach nieprawidlowy.

9. Zauwazytem pewna niekonsekwencj¢ w stosowaniu jednostek energii, ktore raz podawane

sa w kcal/mol, w innych miejscach w kJ/mol.



10. Dyskusja dotyczaca wptywu form ketonowej i enolowej w 7-metyloguanozynie oraz
konfiguracji syn-anti zasad azotowych w nukleotydzie na energi¢ wigzania powinna zostac¢

wsparta odpowiednimi schematami lub rysunkami.
Wszystkie te uwagi maja drugorzedne znaczenie i nie wptywaja na dobry odbior pracy.

Podsumowujac, zaprezentowana rozprawa doktorska jest dzietem o istotnych walorach
poznawczych oraz aplikacyjnych. Cel przedstawionej pracy zostat jasno okreslony, wszystkie
eksperymenty zostaly prawidlowo przeprowadzone. Na ich podstawie zostaly wyciagnicte
prawidlowe wnioski. Autorka nadata szerszy kontekst swoim badaniom, z jednej strony
podkreslajac znaczenie roéznych czynnikéw zwigzanych ze stosowanym modelem opisu
gestosci elektronowej uktadu jak réwniez koniecznos$ci stosowania bardziej doktadnych metod
przy obliczaniu energii oddzialywania elektrostatycznego, z drugiej pokazujac praktyczne
zastosowanie modelu w badaniach oddziatywan pomiedzy biomakromolekutami. Identyfikacja
aminokwasow odpowiedzialnych za wigzanie z RNA ma rowniez istotne znaczenie przy
rozpatrywaniu ewentualnych mutacji, a wykorzystywany przez Autorke model UBDB-EP/MM
jest odpowiednim narzedziem opisu ilosciowego. Na podstawie uzyskanych wynikow ukazaly
si¢ dwa artykuty naukowe opublikowane w dwoch dobrych czasopismach specjalistycznych o
zasiggu miedzynarodowym The Journal of Physical Chemistry B (2022) oraz Acta
Crystallographica Section C (2018). Praca dotyczaca badania oddzialywan biatko IFIT1 —RNA
jest na etapie ztozenia do czasopisma. Warto rowniez podkresli¢, ze Pani Urszula Budniak byta
kierownikiem grantu NCN Preludium 11 pt. ,,Okreslenie wplywu modyfikacji 5' konca RNA
oraz sekwencji nukleotydowej i aminokwasowej na energi¢ oddzialywan elektrostatycznych

biatek IFIT z RNA”. Projekt ten $ciste zwigzany byt z tematyka doktoratu.

Biorac pod uwage powyzsze argumenty, przedstawiona przez Panig Urszule Budniak
rozprawa doktorska pt. ,,Characterization of intermolecular interactions of nucleobases and
other nucleic acid components in small molecule crystals and in protein-RNA complexes with
the use of the UBDB databank™ speinia wszystkie warunki niezbedne do nadania stopnia
naukowego doktora stawiane przez ustawe o stopniach naukowych i tytule naukowym z dnia 14
marca 2003 roku (Dz.U. z 2003 r., nr 65, poz 595 z p6zn. zm.) oraz ustawe z dnia 20 lipca 2018
r “Przepisy wsprowadzajgce ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (tekst jednolity:
Dz.U. 2022 r., poz. 574 z pdzn. zm.) i wnosze o dopuszczenie Pani Urszuli Budniak do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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