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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr p.t.  
Small molecules interacting with Influenza virus RNA and SARS-CoV-2 RNA as 

potential inhibitors of replication  

Rozprawa doktorska mgr wykonana w Pracowni Genomiki Strukturalnej 
RNA Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu, pod kierunkiem prof. dr hab. 

Kierzek, w ramach projektu  
realizowanego  zesp Politechniki iej, Uniwersytetu Medycznego w 
Poznaniu oraz Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN.  

wirusa grypy typu A (ang. Influenza A virus, IAV) i drugiego koronawirusa 
oddechowego (ang. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2).. Tematyka zwi

rozwijana 
; odkrywa e funkcjonalnie 

motywy strukturalne zmierza do opracowania cyklu 

nukleinowe. W dobie pandemii SARS-CoV-2 i efektywnych szczepionek przeciwwirusowych na bazie 
RNA badania te wpis  RNA jako potencjalnych 

  

W niniejszej recenzji przedstawiam ocen o ej wiedzy teoretycznej Doktorantki w uprawianej 
dyscyplinie naukowej, u ci  ci 
problemu naukowego.  

Rozprawa Doktorska zawiera precyzyjnie opisany cel bada , streszczenie 
( ),  y aktualny  
(22 strony), opis ich (73 strony),  podsumowanie  
eksperymentaln lista tabel i rycin zawartych w rozprawie oraz spis literatury 

4 pozycje.  

 
teoretycznym Doktorantka  scharakteryz  na temat struktury i cyklu 
replikacyjnego wirusa grypy typu A i koronawirusa SARS-CoV-2. Obydwa te wirusy 

RNA i ich replikacja zachodzi z  polimerazy RNA  od 
RNA. C
reasortacji ge wania nowych podtyp e 
warunkach mo  pandemi . takie pandemie, 
spowodowane przez podtypu A wirusa grypy oznaczonego jako H1N1 (w roku 
2009) i obecnie wirusa SARS-CoV-2 (od roku 2020). Dlatego   
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 do zahamowania replikacji a 
powodowanych przez nie infekcji. Doktorantka w strategie hamowania 

 obu po
wirusowym  na potrzeby niniejszej rozprawy Doktorantka 

wnie 
 i tzw. peptydowych 

peptide nucleic acid, PNA). Wiele z cytowanych prac pochodzi z 
 u 

w rozpoznaniu specyficznych motyw  strukturalnych wirusowego RNA i blokowaniu wirusa w 
procesie replikacji. w 

przypom  zasady projektowania   , 

, sama  w 
.  

m kilka uwag krytycznych, a mianowicie Doktorantka zbyt 
 

antysensowej 
 enzymu. Kolejna moja uwaga 

stylistyczny . Pros  
Warto -fluoro and triphosphate 

bo prawdopodobnie chodzi tutaj o tiofosforanowe (a nie trifosforanowe) modyfikacje siRNA, co jest 
macierzystego Doktorantki. 

tekstach naukowych.  

Prz
precyzyjnie dotyczy  identyfikacji 
powinowactwo do wirusowego wirusa grypy typu A lub wirusa SARS-
CoV-2. W pracy zastosowano panel kilku metod badawczych, tzw. mokrych, w tym badanie 

(tzw. high throughput screening, HTS) 
i badania replikacji wirusa w systemie ym . 

 metody bioinformatyczne, w tym dynamik  molekularn  i 
molekularne dokowanie wyselekcjonowanych  do wybranych .  

W pierwszych etapie b skrining ych 
bibliotekach, Lopac i Enamine, w stosunku do konserwatywnych  strukturalnych 
zidentyfikowanych w wirusowych RNA. Dla RNA wirusa IAV przetestowano 5, a dla SARS-Cov-2 7 

uralnych. Zastosowano tutaj wariant metody 
fluorescencyjnego, y na wykorzystaniu fluorescencyjnego jodku TO-PRO-1), silnie 

indywidualnego oteki. 
 wyparcie barwnika fluorescencyjnego i zmian  
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fluorescencji W pierwszym etapie ci EC50 
strukturalnych RNA, a finalnie wyselekcjonowano 9 t -M1, H-M2, H-
N1, 3U i U2, wymienionych w Tabeli 5), .  

Mam tutaj kilka uwag krytycznych przygotowania tego testu. P
mi dokumentac
termodynamicznej charakterystyki , 

Jest to  w kilku przypadkach, w celu 
struktury danego motywu, do RNA wprowadzono dodatkowe pary G-C. Po 

drugie, j inkubacji RNA w temp. 65 
Ustrukturalizowana  
odtwarzanie struktury  C. I 
jeszcze jedno pytanie, w 50 
RNA?  

W kolejnym etapie testu wyparcia o 50

RNA/barwnik zmniejsza  
I tak, wykorzyst  biblioteki Lopac, wyselekcjonowano finalnie 14 

 
ARS-CoV- elektywne 

ligandy motywu M1V, dwa motywu M4 (Table 9) i trzy motywu N1 (Table 10)
50 na 

terapeutycznych. Inter ku 

mam dwie drobne uwagi krytyczne
w 50 jako Ryciny (Figure), a nie Tabele (Table 8-10)? 
np. w Figurze 13  zebrana w rycinach a nie w 
tabelach. Poza tym w Tabeli o nr B1686 zamiast 
D3768). 

wykorzystaniem biblioteki Enamine 
wyselekcjonowano 21   
RNA  jednego wirusa grypy (M1V) i siedmiu wirusa SARS-Cov-2 (U1,N1,H-M1, H-M2, H-N1, 3U i U2), z 

50 w zakresie mikromolowym (Table 12). 
selektywnie pojedyncze ligandy (np. 3U, H-M2, H-N1 czy N1), ora
(np. H-M2 czy H-

 RNA, tak ja w przypadku -M1, H-M2 i U1) czy 
-M1, H-M2 i H-

generalnie tego liganda z 
wirusowym RNA.  

przeanalizowane na gruncie wiedzy 
teoretycznej i sprawdzone praktycznie, co faktycznie 
doktorskiej. ono charakterystyk  

 -CoV-2, a otrzymane modele 
3D wykorzystano do dokowania molekularnego wyselekcjonowanych  . 
Wygenerowane  motywy wirusowego RNA SARS-CoV- w badania HTS, takie jak: 
U1, N1, H-M1, H-M2, H-N1, 3U i 3U (Tabela 3).  
N1a i N1b
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molekularnej i pod . Otrzymane struktury RNA dla wirusa 
IAV i SARS-CoV-2 poddano analizie grupowania  k-  W trakcie analizy 
wybrano 5 klatek (clusters) z symulacji pokazanych w Tabeli 15 i wyznaczono parametry grupowania,  
P klatki, po odpowiednim przygotowaniu, po modele receptor  w dokowaniu 
molekularnym 
AutoDock Vina 1.1.2. receptorem i ligandem, w tym 

e nia wodorowe 
atomami.. 
z obu testowanych bibliotek i zestawienia zmian energii swobodnej Gibbsa dla powstawania 

   tego samego motywu 
RNA.  in silico 

badanymi 
motywami strukturalnymi RNA.    

Finalnie, Doktorantka poprawnie  
(dla obu bibliotek) .  ek 

ych MDCK (ang. Madin-Darby Canine Kidney) pozyskiwanych 
powszechnie wykorzystywanych w badaniach wirusologicznych. W pierwszym etapie, 
fluorescencyjnego zidentyfikowa   z 
biblioteki Lopec i 14 z biblioteki Enamine). P , odpowiednio, 8 i 7 , , przetestowa  w 

 
szczepem wirusa grypy typu A/California/04/2009 (H1N1). Wykorzysta  tutaj immunofluorescencyjny 
test tworzenia ogniska (IFA) i RT-qPCR. Test IFA 

Wykaza  
nie wirusa, a w konsekwencji spadek miana wirusa. Wyniki te potwierdz  

wirusa IAV, metody RT-q  cztery 
ki z biblioteki Lopac oraz trzy z Enamine ham  namna anie wirusa grypy IAV w znacznym 

stopniu. zidentyfikowa  
cych  grypy, 

jako potencjalne leki przeciwwirusowe. 

Doktorantka przeprowadz   
statystyczn  

wizualizacji fluorescencyjnej   

oceniana praca doktorska ma wybitnie interdyscyplinarny charakter. Dotyczy 
biologii molekularnej biologii RNA, jak i wirusologii oraz 

 teoretycznych. Dlate  w realizacji   
kilku 

IChB PAN,  
. Joanna Trylska), Centrum Nowych 

Technologii Uniwersytetu Warszawskiego. Korzystnie, w zespole tym D y, 
. 

 te , czy Doktorantce samodzielnego wykonania 
 

r Wyniki i Dyskusja oraz w Podsumowaniu rozprawy 
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po
. 

, aczkolwiek efekt biol
motywu RNA i jego rzeczywistego znaczenia w cyklu replikacji wirusa.  

 

,  , 
logiczny. Pokazano strategi   eksperymentalnych mokrych i obliczeniowych. 
eksperymentalna opracowana 

 RNA
 i   preparat BSA (surowiczej 

albuminy ej). 
   

Wszystkie uwagi krytyczne nie powinny 
kwestionuj  wiedz  cia one negatywnie 

 rozprawy, a raczej j uczonej 
wych.   

 

nowoczesnych  w zakresie wirusologii
pecyficznie do konserwatywnych struktur wirusowego RNA, 

Doktorantka 
Profesjonalnie 

p powierzone jej zadania badawcze. W
interdyscyplinarnych . R oryginalny problem naukowy, a mianowicie 
metodami przesiewowymi owych RNA i 

  metodami bioinformatycznymi oraz metodami biologii 
molekularnej jak najszybciej 

ewentualnie po uprzednim opatentowaniu.  

p
dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnic

 
 

Bioorganicznej PAN o dopuszczenie  do dalszych eta
nadanie stopnia doktora. 

 

Prof. dr hab. Barbara Nawrot 

 


