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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Paneckiej pt.
pynamical properties of the ribosomal decoding site and its

complexes with antibiotics"

Celem pracy doktorskiej mgr Joanny Paneckiej jest ulepszenie
kontroli chemicznej procesu translacji poptzez lepsze poznanie
wlasno3ci dynamicznych czqsteczek bior4cych udzial \^r tym
procesie. Kontrola chemiczna translacji polega na
Fablokowaniu" dw6ch adenozyn w miejscu A rybosomowego RNA na

zewn4Erz helisy, by zmniejszy6 w ten spos6b specyficznoS6,
oddzialywafi kodon-antykodonr co prowadzi do wprowadzenia
nieprawidlowego aminokwasu i aborcjg translacji. Tego rodzaju
technika t przy u2yciu aminoglykozyd6w, u2yrirana jest w praktyce
klinicznej, ale prowadzi niestety do powa2nych skutk6w
ubocznych z powodu wiEzania sig antybiotyk6w nie tylko do
bakteryjnego rRNA, ale r6wnie2 do ludzkiego. Dlatego potrzebne
jest zwigkszenie specyficznoSci wi4zania antybiotyk6w. rnnym
sposobem kontroli translacji jest technika pntisens",
polegajqca na u2yciu zmodyfikowanego laficucha RNA'
komplementarnego do miejsca A. Mo2liwe byloby r6wnie2
polqczenie obu technik przez kowalencyjne zwi4zanie
antybiotyku i zmodyfikowanego RNA' by zwigkszyl w ten spos6b
si19 wiqzania nowej cz4steczki- do miejsca A i zwigkszy6 jej
odporno36 na degradacjg enzymatyczn4. Pierwszym etapem
tworzenia takiego ukladu jest poznanie wlasno6ci
strukturalnych i dynamicznych wszystkich aktor6w bior4cych
udzial w procesie translacji i temu zagadnieniu jest
po6wigcona praca doktorska mgr Paneckiej.

Badania zostaly przeprowadzone zaawansowanymi metodami
dynamiki molekularnej i reprezentujq ogromny wysilek
obliczeniowy. Symulacje dynamiczne wykonano w reprezentacji
pelnoatomowej. W niekt6rych symulacjach stosowane byfy
zaawansowane techniki, jak wlrmiana replik i wymiana replik z
potenc j alem obciqzaj Ecym.

Rozprawa LLczy siedem rozdzial-6w, z kt6rych dwa pierwsze
stanowiq wprowadzenie i dajq opis mechanizmu translacji i
metod symulacji numerycznych. Wyniki badaf, przedstawione sq vt

rozdzj-a},ach 3-6, ulo2onych kolejno wedlug wielko6ci badanego



ukladu. Rozdzi-aL si6dmy zawiera podsumowanie pracy i wnioski
do przyszlych badafl.

Praca charakteryz:u1e sig bardzo obszernymi testami ustawiefl
symulacji w funkcji pola silowego i parametryzacji jon6w.
Szczeg6Lnie cenne jest por6wnanie pola sil AMBER parm99 i jego
nowszej wersji parmbsc0corr. Wykazano, 2e nowa wersja pola sil
prowadzi do usztywnienia czqsLeczki RNA. Szczeg6lnie cenne sq
testy z ro?nymi parametrami i stg2eniem jon6w. Wptyw jon6w na
konformacje i wlasnoSci dynamiczne kwas5w nukleinowych jest
tematem aktywnie dyskutowanym od paru lat.

W rozdziaLe trzecim autorka opisuje badania jednoniciowych
oligomer6w, RNA i 2'- OMeRNA i trzech typ5w PNA (laf,cuch
cukrowofosforanowy zast4piony jest przez laf,cuch peptydowy).
Symulacja jednoniciowych oligomer6w jest szczeg6lnie trudna ze
wzglgdu na ich du2a gigtko66 i wymaga bardzo dtugich
symulacji. Aby zwigkszy6 dostgpn4 przestrzefi konformacyjnq,
Pani Panecka uzyla dw6ch punkt6w startowych do symulacji:
konformacji rozciqgnigtej oraz helikalnej. Otrzymane
trajektorie zostaly bardzo dokladnie zanalizowane r ze wzglgdu
na iIo56 skupieri konformacyjnych, 6wiadcz4cych o gigtko6ci
danego oligomeru, gigtko66 szkieletu, ruchliwo66 zasad, ich
oddziallnrania warstwowe, oddziallrwanie z rozplJszczalnikiem i
jonami. Autorka wnioskuje, 2e dzigki u2yciu odpowiednio
umieszczonych grup metylowych lub seryny (w przypadku pNA)
mo2na modulowad zachowanie sig oligomeru tak, aby otrzyma6
konformacjg optymalnie wi424c4 rRNA.

Analiza przeprowadzonych symulacji wykazala r6wnie2, 2e
konformacja poczEtkowa ma du2y wplyw na trajektorig, oligomery
startuj4ce z konformacji helikalnej wykazujq wigkszq tendencjg
do jej zachowania. Og6lnie, PNA jest bardziej gigtki ni2 RNA.
Metylacja 02' usztyrnia natomiast oligomer i np. w przypadku
2'OMeRNA, startujqcego z konformacji helikalnej, pozostaje ona
zachowana przez caly czas symulacji.

Rozdzial czwarty opisuje symulacje modelowych fragment6w
bakteryjnego i ludzkiego cytoplazmatycznego rRNA,
zawierajqcego 2 miejsca A. Aby przyspieszy6 stabilizacjg
energetyczn4 uklad6w, symulacje zostaly r6wnie2 przeprowadzone
przy u2yciu wymiany replik, klasycznej oraz z dodatkiem
potencjalu obciq2ajEcego. Uzycie wymj-any replik pozwolilo
autorce otrzymad konformacje z na)wa2niejszymi dla procesu
kompleksowania mRNA i IRNA adenozynami, AI492 i A1493, w
polo2eniu ekstrahelikalnym, i uzyskad profile energii
swobodnej w funkcji ich orientacji, wskazujqce na r62nice w
zachowaniu sie ukladu bakteryjnego i ludzkiego cytoplazmowego.
Pierwsze pr6by symulacj i przy u2yciu novrszego wariantu wymiany
replik, z dodatkiem potencjalu, trochg rozczarowaly, nie
zwigkszajqc populacji stan6w zewngtrznych. Mgr panecka
proponuje dalszq prace nad parametryzacje tej metody.

Autorka analizuje zar6wno podobiefistwa, jak
dynamice obu uklad6w, bakteryjnego i

i r62nice w
Iudzkiego

cytoplazmatycznego rRNA, przy czym bardziej interesuj4ce sq
r62nice. I tak, analiza wskazuje, 2e Iudzkie cytoplazmatyczne



miejsce A jest bardziej dynamiczne, bardziej ruchliwe. Ruchy
adenozyn AL492 i A1493 sq mniej uporzqdkowane; w konformacji
intrahelikalnej para A1493:A1408 jest mniej stabilna w
przypadku bakterii ni-2 jej ludzki odpowiednik A1493:G1408. W

przypadku ludzkiego miejsca A zostalo zaobserwowane czgste
czgSciowe wyrzucanie poza heIisg AL492, stabilizowane przez
oddziallnranie szkieletu AL492 z G1408. W sumie, symulacje obu
uklad6w ujawnily raczel podobief,stwa ich wlasnoSci
dynamicznych ni? r62nice i nie pozwolily wyjaSni6 znanego z
eksperymentu faktu, 2e dokladno66 translacji (decoding) jest
wy2sza u ssak6w ni2 u bakterii. Symulacje sugerujq racze)
wniosek przeciwny.

Symulacje ludzkiego cytoplazmatycznego fragmentu rRNA z
miejscem A zostaly uzupelnione symulacjami mitochondrialnego
rRNA i jego mutanta A1490c. Najwa2niejszlm wynikien jest
analiza stabilnoSci nowej konformacji szkieletu miejsca A, S-
zakrgtu2 (S-turn2) i jego roli jako molekularnego prze?-4cznika
(molecular switch;. w pracy wlmnioskowano, 2e nieobecnoS6 tej
struktury w bakteryjnym miejscu A wynika z )ego kanonicznych
wi4zafi wodorowych, a jej obecno66 w mitochondrialnym rRNA ze
specyf icznych a1e niekanonicznych wiqzari. DynamJ-ka mutanta
A1490c przypomina dynamikg bakteryjnego miejsca A.

Nastgpnym, ostatnim etapem pracy doktorskiej byly symulacje
bakteryjnego miejsca A, z wl4czeniem jego rybosomowego
otoczenia, helisy H44 i H69 i bialka S12. Uwzglgdnione zostaly
r6wnie2 mutacje punktowe v/ bialku SL2z K42A i R53A oraz
kompleksy z paromomycyna. Symulacje pokazaly, 2e oddzialyrania
z K43 z bialka SL2 i z A1913 z helisy 69 zmniejsza)4
ruchliwo6d adenozyn L492 i 1.493 w stosunku do uklad6w
modelowych, opisanych \^I rozdziale czwartym. W symulac jach
ukladu natlrwnego oddziallnoanie K43-AL492 stabilizuje pozyc)e
ekstrahelikalnq obu adenozyn, L492 i 1493, zwigkszaj4c dzigki
temu prawdopodobiedstwo kompleksowania IRNA. Analiza
trajektorii pokazala, 2e mutacje w bialku SL2 prowadzq do
zwigkszonej ruchliwo3ci tych adenozyn. W ukladzie z natlnrrnym
SL2 ich konformacje tworzyLy siedern skupief,, w przypadku
mutant6w ilo36 skupief, wzrosla do co na jmnie j 15. O ile \^r

ukladzie natln^rnym obie adenozyny pozostaly w konformacji
ektrahelikalnej, to w obu mutantach jedna z adenozyn byla w
wybrzuszeniu rRNA. Otrzlrrnane charakterystyki zgadza1q sie z
obserwowanq wigksz4 rozdzielczoSci4 rybosom6w z mutacjami w
bialku S12 i wyja6niajq ich molekularny mechanizm.
R62nice w zachowaniu sie systemu natywnego i zmutowanego byfy
r6wnie2 obserwowane w przypadku kompleks6w z paromomycynE.
Wiqzanie paromomycyny oslabia oddziallnlrania K43-AL492 | wa2ne w
ukladzie natywnym. Zgodnie z przewidy"raniami wplp
paromomycyny na uklady zmutowane w S12 byl mnieiszy, co zgadza
sig ze znan4 odporno6ciq hiperaktlnr,rnych mutant6w na
aminoglykozydy.

w przedstawionej pracy doktorskiej mgr Panecka wykazala, 2e
doskonale opanowala zar6wno temat od strony biologicznej, jak
i metody obliczeniowe, dobrze dobrane do celu badafi. Slrmulacje
sE bardzo dokladnie i wszechstronnie zanaLizowane przy uZyciu
r62nych technik, od analizy konformacyjnej do metod



bioinformatycznych. Dane strukturalne sE skonfrontowane z
konformacjami wystgpujEcymi v/ strukturach znanych z
krystalografii; konsultowane sE r6wnie2 banki danych
sekwencyjnych. Na ka2dym etapie symulacji wyniki analizy sq
zestawiane z dostgpntrmi danymi eksperlrmentalnymi, co pozwolilo
na zaproponowanj-e mechanizm6w strukturalnych, wyja6niajqcych
wyniki badafi eksperymentalnych. Nalezy iue? podkre6li6
krytyczny stosunek autorki do u2ywanych metod i podawanie,
gdzie trzeba, slabych punkt6w przeprowadzonych obliczeri.

Praca doktorska napisana jest po angielsku, co zwigkszy jej
czytelno66 w migdzynarodowym 6rodowisku chemii obliczeniowej,
pozwalajqc na wykorzystanie przez specjalist6w wynik6w duzej
ilo3ci test6w parametr6w symulacji.

wyniki badafl zostaly opublikowane w trzech artykulach w
czasopismach o wysokim jmpact factor" i w aktach prestizowego
kongresu TACC-2012. Kolejna publikacja zostala przyjeta do
druku, a nastgpna jest przygotor,{rwana. W tych wszystkich
publikacjach mgr Panecka jest pierwszym autorem. prace byly
r6wnie2 prezentowane na 11 migdzynarodowych konferencjach w
kraju i za granicq.

W podsumowaniu stwierdzam, 2e praca doktorska mgr Joanny
Paneckiej Swiadczy o naukowej dojrzalo6ci autorki.
R6wnocze6nie stwierdzam, 2e zaprezentowana rozprahra doktorska
spelnia wszystkie wymogi ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i- tytule w zakresie sztuki. wnoszg o
dopuszczenie mgr Joanny Paneckiej do dalszych etap6w przewodu
doktorskiego.
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