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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Joanny Paneckiej

pt.: ,, Dynamical properties of the ribosomal decoding site and its complexes with
antibiotics"

Problemem wsp6lczesnej medycyny jest nabywana przezbakterie opomoSi na coraznowsze

antybiotyki. Istotn4 przyczyn4 opornoSci nabytej sE mechanizmy horyzontalnego transferu

materiaiu genetycznego migdzy kom6rkami bakteryjnymi, co uniemozliwia stosowanie

skutecznych lek6w na dane choroby bakteryjne przez dluaszy czas. Konieczne jest wigc

poszukiwanie i opracowywanie nowych sposob6w unieszkodliwiania lub eliminacji

chorobotworczych bakterii z ludzkiego , czy zwierz1cego organizmu. W tych poszukiwaniach

coraz szersze zastosowania majq komputerowe metody modelowania molekularnego.

Umozliwiaj4 one szczegolowe poznanie wlasnoSci strukturalno-dynamicznych docelowego

miejsca dzialania potencjalnych zwiqzkow antybakteryjnych oraz mechanizm6w ich dzialania

na poziomie molekularnym. Ten wgl4d w mechanizmy oraz uzyskany iloSciowy opis

dynamiki oddzialywari pomigdzy badanym zwiqzkiem i biocz4steczk4 bgd4c4 celem zwiEzku,

a takle zaleznoSci energetycznych tych oddzialywari daj4 pelny, wysoce prawdopodobny opis

zdarzen w miejscu dzialania zwi4zku. Dzigki temu uzyskujemy niezbgdn4 wiedzg o

modelowanym procesie oraz jego zrozumienie, co migdzy innymi umozliwia przewidzenie

wplywu modyfikacji chemicznej potencjalnego leku na poprawg jego selektywnoSci i

skutecznoSci, a tym samym na projektowanie efektywnych lek6w.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Joanny Paneckiej wpisuje sig w nurt badari

nad nowymi zwi4zkami antybakteryjnymi. .Tej problematyka jest nastgpstwem dlugofalowych

imponuj4cych badat'r komputero!\rych nad rybosomami prowadzonych przez prof. Joanng

Trylsk4, promotora rozprawy. Te badania, kontynuowane w niniejszej pracy, pozwalaj4 na

szczeg6lowe poznanie struktury i dynamiki tych zlolonych uklad6w, co z kolei umozliwia

zaplanowanie i prowadzenie badari nad zwi4zkami o wlasnoSciach antybakteryjnych, kt6re

zaburzaj4 funkcj onowani e bakteryj nych rybosom6w.

Rozprawa doktorska mgr Joanny Paneckiej jest oparta na szeSciu artykulach, z czego cztery

byly juz opublikowane w momencie skladania pracy, dalszy byl wyslany do druku, ale zostal

w migdzyczasie opublikowany (Biochimie 112:96-110,2015), a jeden jest w przygotowaniu



do druku. Jest to bardzo dobry dorobek, jak na mlod4 doktorantkg. Cztery z opublikowanych

juz artykul6w ukazaly sig w czasopismach o rankingu Ql (wg aktualnego SJR) a jeden w

materialach prestiZowej konferencji, co znaczy,2e ku;Ldy z nich byl pozytywnie oceniony

przez co najmniej dw6ch kompetentnych recenzent6w. Mozna wigc przyj4i, ze merytoryczna

strona publikacji i opartej na nich rozprawy jest bez zarzvtu. Rolq recenzenta jest jednak

wnikliwa ocena caloSci rozprawy, na kt6r4 sklada sig szesi gl6wnych rozdzial6w

poprzedzonych wyjaSnieniem motywacji prowadzenia opisanych w rozprawie badafl, a takae

skr6tow4 prezentacj4 zawartoSci kazdego z tych rozdzialow oraz rozdzial si6dmy

podsumowuj4cy opisane badania i wskazuj4cy ich dalsze perspektywy.

Pierwszy rozdzial, Wstgp, zawiera informacje dotycz4ce RNA, podstawowych oddzialywari

w obrgbie tych cz4steczek, procesu syntezy bialek w rybosomach ze szczeg6lnym naciskiem

na jego dokladnoSi i wydajnoSi. Om6wione s4 teL r62nice strukturalne rybosom6w

bakteryjnych i ludzkich. Informacje te podane s? w spos6b zrozumialy i stanowi4 dobre

2rodlo wiedzy. Doktorantka przedstawila tam te2 podstawy terapii antysensowej, co jest

niezbgdnym wprowadzeniem w zagadnienie omawiane w dalszych czgsciach rozprawy. Tutaj,

doktorantka definiuje zwi4zek, kt6ry bgdzie bada6 w pracy; jest to lek z grupy

aminoglikozyd6w o dobrze poznanych wlasnoSciach, paromomycyna. Jego dzialanie

antybakteryjne jest szczeg6lnie skuteczne przeciw bakteriom Gram-ujemnym, dlatego, jako

modelowy organizm, w badaniach wybrano Escherichia coli.

Drugi rozdzial, Metodologia, zgodnie z tytulem, zawiera opis metod obliczeniowych

stosowanych w pracy z komentarzanni, kt6re Swiadcz1 o gruntowym rozumieniu przez

doktorantkg fizycznych podstaw stosownych metod, ich ograniczen oraz konsekwencji ich

u?ycia. W badaniach uzyto oprogramowania oraz pola silowego Amber, uzupelnionego o

brakuj4ce parametry. Uklady symulacyjne, w kolejno$ci opisu, byly zbudowane z istotnych

fragment6w rybosomu E, coli, z ,dzik1" form4 bialka Sl2 (WT), a takae jego dwoma

mutantami (K42A i R53A), bez i z zadokowan4 cz4steczk4 paromomycyny oraz zbudowane

na podstawie struktur krystalicznych dupleks6w RNA zawieraj4cych dwa r6wnowazne

miejsce A, nazwane odpowiednio Sl i 52, rybosomu bakteryjnego (PDB: 3BNL), ludzkiego

cytoplazmatycznego (PDB: 2FQN) oraz ludzkiego mitochondrialnego (PDB: 3BNN) i dw6ch

mutant6w tego ostatniego (PDB: 3BNP i 3BNS). Budowa uklad6w symulacyjnych zostala

szcze96lowo opisana.

Antybiotyki z grupy aminoglikozydow maj4 niepo24dane dla czlowieka dzialania uboczne,

kt6re wynikaj4z ich ograniczonej specyficzno6ci i selektywnoSci wzglgdem poz4danego celu,

jakim jest miejsce A rybosomu bakteryjnego. W celu zwigkszenia specyficznoSci i



selektywnoSci tych antybiotyk6w, proponuje sig ich kowalencyjne zwiEzanie z

modyfikowanymi oligonukleotydami i wykorzystanie strategii antysensowej. W pracy

tozwa2anajest modyfikacja paromomycyny poprzez pol4czenie jej z peptydowym kwasem

nukleinowymQteptide nucleic acid,PNA)lub2'O-metylowanym RNA (2'OMeRNA). Zanim

jednak do takiego zwi4zania paromomycyny z oligonukleotydami dojdzie, nalezy

szczegolowo poznac wlasnoSci tych ostatnich. Doktorantka zbadala i por6wnala dynamiczne

struktury szeregu r62nych ich modyfikacji o sekwencjach komplementarnych do fragmentu

rRNA znajduj4cego sig w okolicy miejsca A rybosomu bakteryjnego. Te badania,

szczeg6lowo opisane w rozdziale trzecim, daly bardzo ciekawe i znacz4ce wyniki.

Przeprowadzone obliczenia wyjaSnily, dlaczego helikalna konformacja metylowanego RNA

szybciej l4czy sig z RNA niz inna konformacja i inne oligomery oraz jakie i gdzie

umieszczone podstawniki bgd4 wplywad na preferowane konformacje i gigtkoS6 badanych

oligomer6w - te informacje mog4 posluzy6 do opracowania skuteczniejszych zwi4zkow

antysensowych. UwaZam, 2e gdyby ta praca doktorska kortczyla sig na tym rozdziale bylaby
juL b aldzo dobr4 r ozpr aw 4.

og6lnym celem badari obejmuj4cych r6wnie2 te opisane w doktoracie jest zaproponowanie

modyfikacji chemicznej antybiotyk6w z grupy aminoglikozydow, tak, aby zwigkszyi ich
specyficznoSi. Niezbgdnym krokiem dla osi4gnigcia tego celu jest wyjaSnienie przyczyn ich
obecnej ograniczonej specyficznoSci. Aby wyjaSnii te przyczyny, doktorantka poSwigcila

du?q czg(;c pracy na badania por6wnawcze miejsca A rybosom6w bakteryjnego oraz

ludzkiego cytoplazmatycznego i mitochondrialnego. W rozdziale czwartym por6wnala

dynamikg miejsca A w bakteryjnym i ludzkim cytoplazmatycznym rybosomie. Badania

metodami komputerolvymi ludzkiego cytoplazmatycznego rybosomu zostaly wykonane po

raz pierwszy, s4 wigc nowatorskie. Doktorantka przeprowadzila szereg symulacji dynamiki
molekularnej i bardzo dokladnie przeanalizowala ich wyniki. Okreslila wplyw r6znic
strukturalnych miejsc A obu rybosom6w na dynamikg kluczowych zasad w miejscu Sl i 52;

wyjaSnila teZ, dlaczego rozklady ggstoSci wody oraz jon6w jednowartoSciowych w miejscach

A obu rybosom6w s4 podobne. Stosuj4c dynamikg ze wzmocnionym pr6bkowaniem

doktorantka v,rykazala, iz bariery energetyczne dla przeskok6w wgzlowych adenin A1492 i

41493 w miejscach A rybosomu bakteryjnego s4 wyzsze niz ludzkiego. Nieco wczeSniej

przedstawiony wynik symulacji dynamiki wskazywal, ze stabilnoSi pary zasad,Al40g:A1493
jest wyZsza w ludzkim niz bakteryjnym rybosomie, co wplywa nawyzsz4dokladnoSi procesu

translacji. Z drugiej strony, niasze bariery i wigksza ruchliwoSi adenin Al4gZ i 41493 nie
prowadzi do wyzszej dokladnoSci dekodowania informacji zawartej w mRNA - tg pozorn4

sprzecznoSi doktorantka tlumaczy ograniczeniem badari jedynie do miejsca A rybosomu -
J



jego nie-uwzglgdnione fragmenty maj4 niewqtpliwy wplyw na wiernoSi odczytu informacji z

mRNA. Rozklady ggsto3ci wody i jon6w wzglgdem miejsc A w rybosomie bakteryjnym i

cytoplazmatycznym ludzkim wskazuj4 potencjalne miejsca zakotwiczenia

aminoglikozydowych antybiotyk6w w tych regionach, a ich podobieristwo moze Swiadczyd o

podobiefstwie wi4zania antybiotyk6w przez oba rybosomy, co koreluje z ich slab4

wybi6rczoSciq.

Dalsze badania por6wnawcze byly prowadzone na rybosomie ludzkim mitochondrialnym i

bakteryjnym (E coli). Doktorantka zaobserwowala, 2e laricuch rRNA w badanym modelu

miejsca A mitochondrialnego rybosomu ma wyraZnie r62ny motyw strukturalny w

por6wnaniu do pozostalych modeli. Ten motyw, kt6ry moze wystgpowad dla r62nych

sekwencji RNA, zidentyfikowala jako skrgt S typu 2 (S-turn2). Aby wyjaSni6, co powoduje,

Ze ten motyw pojawia sig w miejscu A mitochondrialnego rybosomu, w rozdziale piqtym

doktorantka szczeg6lowo przebadala wlasnoSci strukturalno-dynamiczne tego miejsca.

Por6wnanie tych wlasnoSci we wszystkich badanych ukladach pozwolilo na skorelowanie

obecnoSci S-turn2 w miejscu A z oddzialywaniami migdzy parami zasad, kt6re s4 r6zne w

bakteryjnym i mitochondrialnym rybosomie. S-turn2 okazal sig stabilnym motywem. W

wariancie, w kt6rym S-turn2 nie wystgpuje w miejscu A mitochondrialnego rybosomu,

dynamika tego miejsca jest taka jak w bakteryjnym rybosomie. Analiza wlasnoSci S-turn2

umozliwila przedyskutowanie jego prawdopodobnych funkcji w ludzkim mitochondrialnym

rybosomie oraz wplywu tych wlasno3ci na odczyt informacji z mRNA, a tak2e umozliwila

rozwa2ania na temat silniejszego wi4zania aminoglikozyd6w do miejsca Abez motywu S-

turn2.

W ostatnim gl6wnym rozdziale opisane sq badania fragment6w rybosomu bakteryjnego

otaczaj4cych miejsca A, prowadzone w celu wykazania wplywu naturalnego otoczenia na

dynamikg tego miejsca. Badano tez wplyw mutacji bialka S12 na t9 dynamikg. W tych

badaniach, gl6wnym obiektem obserwacji byly dwie kluczowe adeniny A1492 i ,{1493 w

miejscu A. Zgodnie z oczekiwaniami, otoczenie rybosomu wplywa na dynamikg,

oddzialywania i zachowanie konformacyjne A1492 i 41493. R6wnie2 mutacje w bialku Sl2

maj4 na nie wplyw. Badany byltez efekt zwiqzanej cz4steczki paromomycyny na zachowanie

A1492 i A1493. We fragmencie rybosomu z bialkiem dzikim, antybiotyk oslabia wi4zanie

wodorowe migdzy lancuchem bocznym lizyny (K43) w Sl2 a A1492. To wi4zanie ogranicza

ruchliwo5i obu adenin, co przypuszczalnie hamuje ich przeskoki i w efekcie sprzyja

dokladnoSci procesu translacji; z kolei jego oslabienie przez antybiotyk zaburza proces

4



translacji. W badanych mutantach Sl2, paromomycyna nie oslabiala wi4zaniaK43...Al4gZ,

tym samym nie wplywala na proces translacji.

Ostatni rozdzial - Podsumowanie i perspektyvrry dalszych badan - jest skromn4 ocen4

doktorantki wlasnych osi4gnig6. Doktorantka jest Swiadoma ograniczef metodologii, jakiej

uLyla w badaniach i przestrzega czylelnik6w przed bezl<rytycznym stosunkiem do wynik6w

swoich badari. Dalsze perspektywy badan dotyczq mozliwych chemicznych modyfikacji

stosowanych lek6w, tak by zwigkszyc ich selektywnoSi i ograniczyc ich dzialania uboczne.

W pracy trudno jest znale1i ,,slabe punkty". Jedynym moim zarzutemjest pewna niesp6jno66

migdzy akcentami w rozdziale Motywacj a a faktyczn4 treSci4 rozprawy. W moim odczuciu,

gl6wny nacisk w Motywacji postawiony jest na lek, a w pracy na cel dzialania leku.

Oczywiste jest, ze bez szczeg6lowej znajomoSci wlasnoSci fizyko-chemicznych miejsca

dzialania leku, nie mozna racjonalnie zaprojektowai skuteczniejszych jego wariant6w, wigc

wspomniana niesp6jnoSi jest pozorna. Z punktu widzenia edytorskieg o, znalazlam jedno

urwane zdanie (str. 86) pozostawione przez pomytkg oraz kilka zbgdnych powt6rzeri w
tekScie w rozdziale Metodologia.lJwalam teZ, Le praca napisana jest za malq czcionk4 _ do

czytania jej musialam wkladai dwie pary okular6w. Nie czujg sig na silach by oceniai
poprawnoSc jgzyka angielskiego, w kt6rym napisana jest praca, ale w trakcie czytania tekstu

nie uderzyl mnie jednak zaden bl4d jgzykowy.

Praca napisana jest bardzo systematycznie ijest bardzo starannie ilustrowana. Te ilustracje s4

ladne i bogate w informacje i dobrze uzupelniaj4 opisy slowne zamieszczone w tek5cie. W
tecenzji trudno wymienii wszystkie wyniki, jakie doktorantka umiescila w rozprawie. Jest ich
bardzo wiele, wigc podsumowalam tylko niekt6re z nich. Na koniec chcialam podkreSlii, ze

uzyskanie metodami komputerovvymi wiarygodnych wynik6w dla tak zlo2onych

biologicznych uklad6w jak opisane w tej pracy wymagalo od doktorantki zrozumienia istoty

kilku dyscyplin naukowych, pocz4wszy od klasycznej i kwantowej fizyki, a skoriczywszy na

biologii molekularnej i genetyce. To zrozumienie mloda doktorantka rozwingla dzigki
wlasnym zaletom, ale te2 dzigki temu, ze pracowala w bardzo dobrym zespole, gdzie bez

w4tpienia interakcja migdzy doktorantem i promotorem jest silna i czgsta.

Ustawa o stopniach naukowych i tytule naukowym wymaga, aby rozprawa doktorska

stanowila oryginalne rozwi4zanie problemu naukowego, wykazywala og6ln4 wiedzg

teoretyczn4 kandydata w danej dyscyplinie naukowej oraz umiejgtnoSi samodzielnego

prowadzenia pracy naukowej przez doktoranta. Doktorant z nawi4zk4 wykazala sig

wymaganymi zaletami. Wnoszg wigc do Rady WydzialuFizyki Uniwersytetu Warszawskiego

o dopuszczenie mgr Joanny Paneckiej do dalszych etap6w przewodu doktorskieg o. Z wzglgdu



na wielkie zaangalowanie mgr Joanny Paneckiej w przeprowadzenie i bardzo staranne

opisanie badan, ich bardzo wysoki poziom naukowy oraz szybkie publikowanie wynik6w,

wnoszg teL o v'ryrolnienie Jej pracy doktorskiej i o ile to mozliwe, nagrodzenie doktorantki.
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