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Praca doktorska przedstawiona do oceny omawia rozszerzenie modelu gruboziarnistego
stosowanego od lat do celéw analizy strukturalnej bialek do zastosowan dla analizy
strukturalnej kwasoéw nukleinowych polegajace na uwzglednieniu w tym polu takze obecnosci
kationéw metali oraz na wprowadzeniu procedury CSA (w zatozeniu Conformational Space
Annealing), ktora prowadzi do okreslenia struktury wg mechanizmu globalnej optymalizacji. Praca
wpisuje sie¢ w tematyke rozwijang przez grup¢ badawcza Katedry Chemii Teoretycznej
Uniwersytetu Gdanskiego, gdzie od lat model ten wdrazany jest do analizy struktur
biatkowych. Praca doktorska stanowi wigc kolejny krok rozszerzania stosowania modelu
gruboziarnistego do bio-molekut.

Doktorant omawia program NARES-2P (wersja UNRES dotyczy analiz strukturalnych
biatek), ktory w modelu gruboziarnistym dotyczy zagadnien strukturalnych kwaséw
nukleinowych.

Autor rozpoczyna prace doktorskag od omowienia celéw badan. Dotycza one wprowadzenia
do modelu NARES-2P mozliwosci zapisu jawnego obecnosci kationow metali, ktoérych
oddzialywanie z kwasami nukleinowymi ma istotne znaczenie dla tworzenia struktur
obserwowanych w niciach telomerow. W dziedzinie rozwoju mozliwosci obliczeniowych
programu NARES-2P Autor testuje wprowadzenie algorytmu globalnej minimalizacji energii
potencjalnej metodg CSA (ang. Conformational Space Annealing - wyzarzanie przestrzeni
konformacyjnej). Wprowadzanie udoskonalonych technik optymalizacji poprzez skrocenie
czasu obliczen umozliwia rozszerzanie rozmiar6w analizowanych obiektow.

Cze$¢ teoretyczna pracy omawia budowe kwaséw nukleinowych zwracajac uwage na ich
sklad, ale tez na obecno$¢ réznych konformeréw strukturalnych. Autor omawia tez typy
oddziatywan, w jakie wchodza poszczegdlne nukleotydy zwracajac uwage na ich stabilnos¢.
Omawiajac struktury nici kwaséw nukleinowych Autor rozwaza ich drugo- i trzecio-rzgdowg
struktur¢ wprowadzajgc do dyskusji tez struktury RNA wiaczajac tez omoéwienie struktury
rybosomu. Opis dotyczy tez form mRNA, tRNA oraz rRNA.



Zagadnienia strukturalne nie moga by¢ odizolowane od eksperymentalnych technik analiz
strukturalnych, ktére Autor przedstawia w rozdziale 3.1.4. wymieniajgc gléwnie techniki
oparte na krystalografii (promieniowanie X) oraz metodach bazujagcych na NMR. W kolejnym
etapie Autor omawia metody teoretyczne bazujace glownie na technikach stosowanych w
chemii kwantowej oraz mechaniki molekularnej (w tym symulacje dynamiki molekularne;).
Opis narzedzi jakimi postuguje si¢ chemia kwantowa jest do$¢ obszerny i doktadny. Po nim
nastgpuje omOwienie pelno-atomowych pdl sitowych, po ktérych zaprezentowany zostaje
model gruboziarnisty. Opis tego modelu podany jest z doktadnoscig zapisu poszczegdlnych
przeksztalcen wynikajacych z uproszczen, jakie ten model wprowadza. W konsekwencji
podany zostaje zapis pola silowego (réwnanie 3.29), gdzie w postaci jawnej zapisane zostajg
typy oddzialywan, ktére to pole uwzglgdnia. SzczegOlowa prezentacja poszczegblnych
sktadnikow pola silowego podana jest za pomocg réwnan 3.30-3.40.

W rozdziale 3.2.4. zawarta jest dyskusja bardzo waznego zagadnienia prébkowania
przestrzeni konformacyjnej. Procedura ta jest niezmiernie wazna ze wzgledu na bardzo duzg
liczbe stopni swobody w ukladzie, jakim jest zestaw powigzanych ze sobg nukleotydow.
Omawiajgc warsztat roboczy Autor przedstawia metody Monte Carlo, zasady dotyczace
symulacji dynamiki molekularnej zwracajagc uwage na technike polegajagca na wymianie
replik w procedurze dla symulacji w r6znych temperaturach oraz metode wyzarzania.

Zestaw opisanych narzg¢dzi z powodzeniem zastosowany przez Autora prowadzi do uzyskania
wynikow obliczen, ktore zaprezentowane sg w czesci zatytutowanej Wyniki. Prezentacja w tej
czegsci pracy omawia kolejno: Badania oddziatywan DNA z kationami jednowarto§ciowymi
(rozdzial 4.1) oraz Zastosowanie metody CSA i pola sitowego NARES2P do przewidywania
struktury kwaséw nukleinowych (rozdziat 4.2).

Rozdziat 5 to krdotka prezentacja Wnioskow, ktére sprowadzajg si¢ do stwierdzenia
poprawnosci uzyskiwanych za pomocg nowo wprowadzonych potencjatéow struktur DNA,
ktéore wymagaja oddzialywan z kationami do zachowania stabilno$ci, takich jak G-
kwadrupleksy.

Autor stwierdza tez, ze wprowadzone przez Niego techniki wyzarzania pozwalaja
przewidzie¢ 3D struktur¢ DNA lub RNA w znacznie krotszym czasie.

Zawarto$¢ pracy poparta jest 176-oma pozycjami cytowanej literatury.

Wiyniki uzyskane przez Pana Lukasza Golona zostaly zawarte w 6-ciu publikacjach oraz byly

\ prezentowane na 7-miu konferencjach. Pan Lukasz Golon kierowat piecioma grantami BMN.



Oceniajgc prace doktorskg Pana mgra Lukasza Golona nalezy wskaza¢ bardzo wnikliwe
badania ukierunkowane na parametryzacj¢ pola silowego NARES-2P w postaci modyfikacji
parametréow opisujgcych nukleozydy bez uwzglgdnienia obecnosci jondw. Wymagato to
uzgodnienia modelowych funkcji analitycznych dla potencjaléw S$redniej sily oraz
implementacj¢ wystandaryzowanych potencjaléow w kodzie programu UNRES 4. Wazny etap
tej analizy stanowita walidacja oddzialywania nukleozyd-kation przy nowym zestawie
parametrow. Obliczenia w tej czgsci przeprowadzono dla wszystkich czterech nukleozydow
uwzgledniajgc obecnosé jonéw Na* oraz K.

Po przeprowadzonej walidacji — t¢ cze$¢ pracy uwazam za najbardziej zastugujaca na uwagg i
docenienie — wykonano obliczenia dla G-kwadrupleksow telomerowych. Przeprowadzono
analize porownawcza ze wzgledu na kazdy nukleotyd oraz ze wzgledu na obecnosé
odpowiedniego jonu. Graficzna prezentacja wynikow analizy poréwnawczej (Fig.4.2) w
potaczeniu z wynikami zawartymi w Tab. 4.2 jest czytelnie zrownowazona. Wyniki uzyskane
dla struktur G-kwadrupleksu, G-tripleksu oraz mini-hantla oraz pomiary réznic pomigdzy
geometrig struktur dostepnych w PDB uzasadniajg stwierdzenie o powodzeniu
przeprowadzonego eksperymentu in silico. Dodatkowo analiza RMSD w zaleznosci od
zastosowanej procedury obliczeniowej czyni analiz¢ doglgbng a przez to w duzym stopniu

uwiarygadniajacg zastosowany model jako satysfakcjonujacy.

Drugi temat podjety przez Doktoranta to implementacja metody CSA do programu NARES-
2P. Operacja ta stanowi przeniesienie zastosowania tej metody wczesniej dla obliczen struktur
biatek. Technika wyzarzania przestrzeni konformacyjnej przyniosta korzystne skutki w
obliczeniach bialek, stad stuszne zalozenie, ze speini tez oczekiwania w odniesieniu do
przewidywania struktur kwaséw nukleinowych. Opis operacji prowadzacy do wprowadzania
mutacji strukturalnych opisany jest dokladnie i ciekawie, aczkolwiek wskazane bylo by
wprowadzenie rysunku wskazujagcego omawiane warto$ci parametréw geometrycznych.
Odpowiedni rysunek jest obecny w czgsci Materiaty i Metody (Rysunek 3/13). Odwotanie si¢
jednak do tak odleglej grafiki czyni studiowanie tresci pracy do$¢ trudnym. Mozna by np.
wprowadzi¢ nie powtdrke tego samego rysunku, ale jego wersje¢ jeszcze bardziej uproszczong.
Cze$¢ obliczeniowa jest bogata w liczne przyklady testujace — jak na przyklad wykonanie
obliczen dla réznych strukturalnie fragmentéw, réznej dlugosci tancucha a takze réznych
zestawOw lafncuchow o zréznicowanej liczbie nukleozydow. Liczba wersji testujacych jest

duza, co gwarantuje wiarygodno$¢ uzyskanych wynikéw. Wyniki te prezentowane sg w



bardzo czytelny sposob. Zwraca uwage bardzo trafny dobdr prezentacji graficznej, ktdra nie
jest przesadna i jej informacyjny charakter dzieki temu jest bardzo wysoki.

Jako bardzo istotny i cenny naukowo uwazam dokladny opis procedur koniecznych do
wprowadzenia do obliczen obecnosci jonéw. Jest to zagadnienie trudne z punktu widzenia
chemii kwantowej. Wymagania stawiane procedurom uwzglgdniajacym obecnos¢ jondw sa
bardzo rygorystyczne. Detaliczne przedstawienie wszystkich etapow tej procedury z jednej
strony doglebnie wyjasnia to zagadnienie (Rozdzial 4.1.). Z drugiej za$ sugeruje bardzo
doktadne przygotowanie Doktoranta do dzialalnosci w tej dziedzinie. Moje pytanie dotyczy
mozliwosci uogdlnienia uzyskanych wnioskéw. Czy opracowana parametryzacja ogranicza
si¢ tylko do omawianych jondow, czy moze by¢ ekstrapolowana na inne jony np. o innym
fadunku. W jakim stopniu procedura tutaj zastosowana nosi cechy specyficznej ? Ktore z
etapow wymagalyby istotnych zmian w przypadku innych pdl sitowych ?

Jako cenny wktad Doktoranta uwazam probg wprowadzenia procedury CSA do pola sitowego
NARES-2P (Rozdziat 4.2). Wrazliwo$¢ metody na pH srodowiska, ktore Doktorant traktuje
jako niepowodzenie w odtworzeniu struktury przestrzennej (str. 100), wskazuje na wysoka
wrazliwos$¢ zastosowanego modelu na warunki zewnetrzne. Wprowadzenie tej procedury do
analiz strukturalnych kwaséw nukleinowych (NARES-2P) rozszerza znaczaco mozliwosci
aplikacyjne tego programu. Czy w przypadku rozpatrywania ukladu dupleksu DNA o
jednakowej dtugosci nici i kompleksu dwodch nici o zréznicowanej dlugosci nici potrzebna
jest niezalezna parametryzacja, czy problem sprowadza si¢ jedynie do potrzeby konstrukcji
odmiennej liczby konformacji startowych.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska wnosi istotny wklad w rozwijanie technik
numerycznych adresowanych do badan strukturalnych kwaséw nukleinowych. Obszar
badawczy stanowigcy obiekt analizy jest wielkiej wagi ze wzgledu na potrzebg opracowania
narzedzi, ktore poza celami poznawczymi rokujg szerokie zastosowanie w projektowaniu
lekow oraz terapii zindywidualizowane;.

Pan mgr Lukasz Golon wykazal w pracy doktorskiej bardzo dobre przygotowanie i wysoka
fachowo$¢ w przeprowadzaniu badan w dziedzinie analiz strukturalnych kwaséw
nukleinowych. Realizacja zadan objetych praca doktorska czyni Go specjalista w dziedzinie
niezmiernie waznej i potrzebne;j.

Uwagi krytyczne sprowadzajg si¢ wlasciwie do dwéch pozycji. Jedna z nich zostala juz
podana wczesnie;j.

Druga dotyczy zbyt dtugiego zdania na stronie 62 — zdanie o dlugosci dtugos¢ 4-rech linijek.



W podsumowaniu moge¢ stwierdzié¢, ze badania przedstawione w pracy doktorskiej maja
zastosowanie w dziedzinie medycyny w tym w rozwijaniu terapii zindywidualizowanej w
szczegoOlnosci. Pelny zestaw narzedzi dla analizy sekwencji kwaséw nukleinowych, ich
struktur, symulacji procesu translacji w tym w szczeg6lnosci procesu faldowania biatek do
symulacji aktywnosci biologicznej biatek umozliwi w przysztosci szybkie opracowanie terapii
dla kazdego pacjenta w skali indywidualne;j. Jak dlugo zestaw ten nie jest kompletny, techniki
te nie mogg by¢ stosowane na duzg skale. Praca dotyczy waznego przed-translacyjnego etapu
procesu okreslanego jako dogmat biologiczny, a ktéry stanowi istotg¢ procesow zyciowych.
Konsekwentne rozwijanie technik symulacji proceséw biologicznych przez Osrodek
Uniwersytetu Gdanskiego stanowi cenny przyklad prowadzacy do znaczacego udzialu w
rozwoju tej dyscypliny naukowej oraz w przyszle zastosowania praktyczne. Dlatego uzyskane
przez mgra Lukasza Golona wyniki oraz zdobyte doswiadczenie maja istotne znaczenie dla
rozwoju nauki dzisiaj jak i dla rozwoju nauki jutra.

Biorac pod uwage bardzo rzetelny wktad w realizacje zadan, opublikowanie wynikéw w 6-ciu
publikacjach w okresie od 2014 do 2018 w renomowanych czasopismach o zasi¢gu
$wiatowym oraz liczby udzial w konferencjach a takze kierowanie licznymi grantami
stwierdzam, ze praca doktorska jak i dorobek mgra Lukasza Golona spelnia warunki stawiane
w sytuacji ubiegania si¢ o stopien doktora. Prac¢ oceniam jako bardzo dobra.

Wnosze wiec do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgra

Lukasza Golona do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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