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Problemem wspétczesnej medycyny jest nabywana przez bakterie opornosé na coraz nowsze
antybiotyki. Istotng przyczyng opornosci nabytej sa mechanizmy horyzontalnego transferu
materialu genetycznego migdzy komoérkami bakteryjnymi, co uniemozliwia stosowanie
skutecznych lekow na dane choroby bakteryjne przez dluzszy czas. Konieczne jest wigc
poszukiwanie i opracowywanie nowych sposobow unieszkodliwiania lub eliminacji
chorobotworczych bakterii z ludzkiego, czy zwierzecego organizmu. W tych poszukiwaniach
coraz szersze zastosowania majg komputerowe metody modelowania molekularnego.
Umozliwiajg one szczegétowe poznanie whasnosci strukturalno-dynamicznych docelowego
miejsca dziatania potencjalnych zwigzkow antybakteryjnych oraz mechanizméw ich dzialania
na poziomie molekularnym. Ten wglad w mechanizmy oraz uzyskany ilosciowy opis
dynamiki oddzialywan pomigdzy badanym zwiazkiem i bioczasteczka bedaca celem zwiazku,
a takze zaleznosci energetycznych tych oddziatywan daja petny, wysoce prawdopodobny opis
zdarzen w miejscu dziatania zwigzku. Dzigki temu uzyskujemy niezbedna wiedze o
modelowanym procesie oraz jego zrozumienie, co miedzy innymi umozliwia przewidzenie
wptywu modyfikacji chemicznej potencjalnego leku na poprawe jego selektywnosci i

skutecznosci, a tym samym na projektowanie efektywnych lekow.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Joanny Paneckiej wpisuje si¢ w nurt badan
nad nowymi zwigzkami antybakteryjnymi. Jej problematyka jest nastepstwem dtugofalowych
imponujacych badan komputerowych nad rybosomami prowadzonych przez prof. Joanne
Trylska, promotora rozprawy. Te badania, kontynuowane w niniejszej pracy, pozwalaja na
szczegdtowe poznanie struktury i dynamiki tych ztozonych uktadéw, co z kolei umozliwia
zaplanowanie i prowadzenie badan nad zwiazkami o wlasnosciach antybakteryjnych, ktore

zaburzajg funkcjonowanie bakteryjnych rybosomow.

Rozprawa doktorska mgr Joanny Paneckiej jest oparta na szesciu artykutach, z czego cztery
byly juz opublikowane w momencie skfadania pracy, dalszy byt wystany do druku, ale zostat

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



do druku. Jest to bardzo dobry dorobek, jak na mlodg doktorantke. Cztery z opublikowanych
juz artykuléw ukazaly si¢ w czasopismach o rankingu Q1 (wg aktualnego SJR) a jeden w
materiatach prestizowej konferencji, co znaczy, ze kazdy z nich byt pozytywnie oceniony
przez co najmniej dwoch kompetentnych recenzentéw. Mozna wiec przyjaé, ze merytoryczna
strona publikacji i opartej na nich rozprawy jest bez zarzutu. Rolg recenzenta jest jednak
wnikliwa ocena calosci rozprawy, na ktora sklada sie szes¢ glownych rozdziatow
poprzedzonych wyjasnieniem motywacji prowadzenia opisanych w rozprawie badan, a takze
skrotowg prezentacja zawartosci kazdego z tych rozdzialéow oraz rozdzial siédmy

podsumowujacy opisane badania i wskazujacy ich dalsze perspektywy.

Pierwszy rozdzial, Wstgp, zawiera informacje dotyczace RNA, podstawowych oddzialywan
w obrgbie tych czasteczek, procesu syntezy bialek w rybosomach ze szczegélnym naciskiem
na jego dokladnos¢ i wydajnos¢. Omoéwione sa tez roznice strukturalne rybosomoéw
bakteryjnych i ludzkich. Informacje te podane s w sposéb zrozumialy i stanowia dobre
zrédlo wiedzy. Doktorantka przedstawila tam tez podstawy terapii antysensowej, co jest
niezbgdnym wprowadzeniem w zagadnienie omawiane w dalszych czesciach rozprawy. Tutaj,
doktorantka definiuje zwigzek, ktory bedzie bada¢ w pracy; jest to lek z grupy
aminoglikozydéw o dobrze poznanych wlasnosciach, paromomycyna. Jego dzialanie
antybakteryjne jest szczegélnie 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 komentarzami, ktére $wiadcza o gruntowym rozumieniu przez
doktorantk¢ fizycznych podstaw stosownych metod, ich ograniczen oraz konsekwencji ich
uzycia. W badaniach uzyto oprogramowania oraz pola sitowego Amber, uzupelnionego o
brakujgce parametry. Ukltady symulacyjne, w kolejnosci opisu, byly zbudowane z istotnych
fragmentow rybosomu E. coli, z ,,dzika” formg biatka S12 (WT), a takze jego dwoma
mutantami (K42A i R53A), bez i z zadokowana czasteczkg paromomycyny oraz zbudowane
na podstawie struktur krystalicznych dupleksow RNA zawierajacych dwa réwnowazne
miejsce A, nazwane odpowiednio S1 i S2, rybosomu bakteryjnego (PDB: 3BNL), ludzkiego
cytoplazmatycznego (PDB: 2FQN) oraz ludzkiego mitochondrialnego (PDB: 3BNN) i dwoch
mutantow tego ostatniego (PDB: 3BNP i 3BNS). Budowa uktadéw symulacyjnych zostata

szczegodtowo opisana.

Antybiotyki z grupy aminoglikozydow maja niepozgdane dla czlowieka dziatania uboczne,
ktore wynikaja z ich ograniczonej specyficznosci i selektywnos$ci wzgledem pozadanego celu,

Jakim jest miejsce A rybosomu bakteryjnego. W celu zwigkszenia specyficznosci i
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selektywnosci  tych antybiotykow, proponuje si¢ ich kowalencyjne zwiazanie z
modyfikowanymi oligonukleotydami i wykorzystanie strategii antysensowej. W pracy
rozwazana jest modyfikacja paromomycyny poprzez potaczenie jej z peptydowym kwasem
nukleinowym (peptide nucleic acid, PNA) lub 2’ O-metylowanym RNA (2°’0OMeRNA). Zanim
jednak do takiego zwigzania paromomycyny z oligonukleotydami dojdzie, nalezy
szczegdlowo pozna¢ wlasnosci tych ostatnich. Doktorantka zbadata i porownata dynamiczne
struktury szeregu réznych ich modyfikacji o sekwencjach komplementarnych do fragmentu
rRNA  znajdujgcego si¢ w okolicy miejsca A rybosomu bakteryjnego. Te badania,
szczegotowo opisane w rozdziale trzecim, daty bardzo ciekawe i znaczace wyniki.
Przeprowadzone obliczenia wyjasnily, dlaczego helikalna konformacja metylowanego RNA
szybciej laczy sic z RNA niz inna konformacja i inne oligomery oraz jakie i gdzie
umieszczone podstawniki beda wplywaé na preferowane konformacje i gi¢tkos¢ badanych
oligomerow — te informacje moga poshuzyé do opracowania skuteczniejszych zwigzkow
antysensowych. Uwazam, Ze gdyby ta praca doktorska konczyta sie na tym rozdziale bytaby

juz bardzo dobrg rozprawa.

Ogolnym celem badan obejmujacych réwniez te opisane w doktoracie jest zaproponowanie
modyfikacji chemicznej antybiotykéw z grupy aminoglikozydow, tak, aby zwiekszyé ich
specyficzno$¢. Niezbgdnym krokiem dla osiagniecia tego celu jest wyjasnienie przyczyn ich
obecnej ograniczonej specyficznosci. Aby wyjasni¢ te przyczyny, doktorantka poswiegcita
duzg czgs¢ pracy na badania poréwnawcze miejsca A rybosoméw bakteryjnego oraz
ludzkiego cytoplazmatycznego i mitochondrialnego. W rozdziale czwartym poréwnata
dynamike miejsca A w bakteryjnym i ludzkim cytoplazmatycznym rybosomie. Badania
metodami komputerowymi ludzkiego cytoplazmatycznego rybosomu zostaty wykonane po
raz pierwszy, sa wiec nowatorskie. Doktorantka przeprowadzila szereg symulacji dynamiki
molekularnej i bardzo dokladnie przeanalizowala ich wyniki. Okreslita wplyw réznic
strukturalnych miejsc A obu rybosoméw na dynamike kluczowych zasad w miejscu S1 i S2;
wyjasnita tez, dlaczego rozktady gestosci wody oraz jonéw jednowartosciowych w miejscach
A obu rybosoméw sg podobne. Stosujac dynamike ze wzmocnionym prébkowaniem
doktorantka wykazata, iz bariery energetyczne dla przeskokow weztowych adenin A1492 i
A1493 w miejscach A rybosomu bakteryjnego sg wyzsze niz ludzkiego. Nieco wezesnie;
przedstawiony wynik symulacji dynamiki wskazywat, ze stabilnosé pary zasad A1408:A1493
Jest wyzsza w ludzkim niz bakteryjnym rybosomie, co wplywa na wyzsza doktadnos$é procesu
translacji. Z drugiej strony, nizsze bariery i wieksza ruchliwosé adenin A1492 i A1493 nie
prowadzi do wyzszej doktadnosci dekodowania informacji zawartej w mRNA — te pozorna

sprzecznos¢ doktorantka ttumaczy ograniczeniem badan jedynie do miejsca A rybosomu —
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jego nie-uwzglednione fragmenty majg niewatpliwy wplyw na wierno$¢ odczytu informacji z
mRNA. Rozklady gestosci wody i jonéw wzgledem miejsc A w rybosomie bakteryjnym i
cytoplazmatycznym ludzkim wskazuja  potencjalne miejsca  zakotwiczenia
aminoglikozydowych antybiotykdw w tych regionach, a ich podobienstwo moze $wiadczy¢ o
podobienstwie wigzania antybiotykow przez oba rybosomy, co koreluje z ich stabg
wybidrczoscia.

Dalsze badania porownawcze byly prowadzone na rybosomie ludzkim mitochondrialnym 1
bakteryjnym (E. coli). Doktorantka zaobserwowala, ze tancuch rRNA w badanym modelu
miejsca A mitochondrialnego rybosomu ma wyraznie rézny motyw strukturalny w
poréwnaniu do pozostalych modeli. Ten motyw, ktory moze wystgpowaé dla réznych
sekwencji RNA, zidentyfikowala jako skret S typu 2 (S-turn2). Aby wyjasni¢, co powoduje,
ze ten motyw pojawia si¢ w miejscu A mitochondrialnego rybosomu, w rozdziale pigtym
doktorantka szczegdtowo przebadala wilasnosci strukturalno-dynamiczne tego miejsca.
Poréwnanie tych wlasnosci we wszystkich badanych uktadach pozwolito na skorelowanie
obecnosci S-turn2 w miejscu A z oddzialywaniami miedzy parami zasad, ktore sg réozne w
bakteryjnym i mitochondrialnym rybosomie. S-turn2 okazal si¢ stabilnym motywem. W
wariancie, w ktérym S-turn2 nie wystepuje w miejscu A mitochondrialnego rybosomu,
dynamika tego miejsca jest taka jak w bakteryjnym rybosomie. Analiza wiasnosci S-turn2
umozliwila przedyskutowanie jego prawdopodobnych funkcji w ludzkim mitochondrialnym
rybosomie oraz wplywu tych wiasnosci na odczyt informacji z mRNA, a takze umozliwita
rozwazania na temat silniejszego wigzania aminoglikozydéw do miejsca A bez motywu S-

turn2.

W ostatnim gtéwnym rozdziale opisane sa badania fragmentéw rybosomu bakteryjnego
otaczajacych miejsca A, prowadzone w celu wykazania wplywu naturalnego otoczenia na
dynamike tego miejsca. Badano tez wplyw mutacji biatka S12 na t¢ dynamik¢. W tych
badaniach, gléwnym obiektem obserwacji byly dwie kluczowe adeniny A1492 i A1493 w
miejscu A. Zgodnie z oczekiwaniami, otoczenie rybosomu wplywa na dynamike,
oddziatlywania i zachowanie konformacyjne A1492 i A1493. Réwniez mutacje w biatku S12
maja na nie wptyw. Badany by} tez efekt zwigzanej czasteczki paromomycyny na zachowanie
A1492 i A1493. We fragmencie rybosomu z biatkiem dzikim, antybiotyk oslabia wigzanie
wodorowe miedzy tancuchem bocznym lizyny (K43) w S12 a A1492. To wigzanie ogranicza
ruchliwo$¢ obu adenin, co przypuszczalnie hamuje ich przeskoki i w efekcie sprzyja

dokladnosci procesu translacji; z kolei jego ostabienie przez antybiotyk zaburza proces



translacji. W badanych mutantach S12, paromomycyna nie ostabiala wigzania K43--A1492,

tym samym nie wplywata na proces translacji.

Ostatni rozdzial — Podsumowanie i perspektywy dalszych badan — jest skromng ocena
doktorantki wlasnych osiagnig¢. Doktorantka jest $wiadoma ograniczen metodologii, jakiej
uzyla w badaniach i przestrzega czytelnikow przed bezkrytycznym stosunkiem do wynikow
swoich badan. Dalsze perspektywy badan dotycza mozliwych chemicznych modyfikacji

stosowanych lekow, tak by zwigkszyc¢ ich selektywnos¢ i ograniczy¢ ich dziatania uboczne.

W pracy trudno jest znalez¢ ,,stabe punkty”. Jedynym moim zarzutem jest pewna niespdjnosc¢
migdzy akcentami w rozdziale Motywacja a faktyczna trescig rozprawy. W moim odczuciu,
glowny nacisk w Motywacji postawiony jest na lek, a w pracy na cel dzialania leku.
Oczywiste jest, Ze bez szczegblowej znajomosci wlasnosci fizyko-chemicznych miejsca
dziatania leku, nie mozna racjonalnie zaprojektowaé skuteczniejszych jego wariantow, wiec
wspomniana niespdjnos¢ jest pozorna. Z punktu widzenia edytorskiego, znalaztam jedno
urwane zdanie (str. 86) pozostawione przez pomytke oraz kilka zbgdnych powtdrzen w
tekscie w rozdziale Metodologia. Uwazam tez, ze praca napisana jest za matg czcionka — do
czytania jej musialam wkladaé dwie pary okularéw. Nie czuje si¢ na sitach by oceniaé
poprawnos¢ jezyka angielskiego, w ktérym napisana jest praca, ale w trakcie czytania tekstu
nie uderzyl mnie jednak zaden blad jezykowy.

Praca napisana jest bardzo systematycznie i jest bardzo starannie ilustrowana. Te ilustracje sg
tadne i bogate w informacje i dobrze uzupetniaja opisy slowne zamieszczone w tekscie. W
recenzji trudno wymieni¢ wszystkie wyniki, jakie doktorantka umiescita w rozprawie. Jest ich
bardzo wiele, wigc podsumowatam tylko niektore z nich. Na koniec chciatam podkresli¢, ze
uzyskanie metodami komputerowymi wiarygodnych wynikéw dla tak zlozonych
biologicznych uktadow jak opisane w tej pracy wymagato od doktorantki zrozumienia istoty
kilku dyscyplin naukowych, poczawszy od klasycznej i kwantowej fizyki, a skonczywszy na
biologii molekularnej i genetyce. To zrozumienie mloda doktorantka rozwingta dzieki
wlasnym zaletom, ale tez dzieki temu, ze pracowata w bardzo dobrym zespole, gdzie bez
watpienia interakcja migdzy doktorantem i promotorem jest silna i czesta.

Ustawa o stopniach naukowych i tytule naukowym wymaga, aby rozprawa doktorska
stanowila oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wykazywala ogdlng wiedze
teoretyczng kandydata w danej dyscyplinie naukowej oraz umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej przez doktoranta. Doktorant z nawigzka wykazata sie
wymaganymi zaletami. Wnoszg wigc do Rady Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego

o dopuszczenie mgr Joanny Paneckiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Z wzgledu
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na wielkie zaangazowanie mgr Joanny Paneckiej w przeprowadzenie i bardzo staranne
opisanie badan, ich bardzo wysoki poziom naukowy oraz szybkie publikowanie wynikéw,

wnosze¢ tez o wyrdznienie Jej pracy doktorskiej i o ile to mozliwe, nagrodzenie doktorantki.
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