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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 Jjest ulepszenie
kontroli chemicznej procesu translacji poprzez lepsze poznanie
wlasnosci dynamicznych czasteczek biorgcych udziat w tym
procesie. Kontrola chemiczna translacji polega na
zablokowaniu” dwéch adenozyn w miejscu A rybosomowego RNA na
zewngtrz helisy, by =zmniejszyé w ten sposéb specyficznos¢
oddziatywan kodon-antykodon, co prowadzi do wprowadzenia
nieprawidlowego aminokwasu 1 aborcje translacji. Tego rodzaju
technika, przy uzyciu aminoglykozyddéw, uzywana jest w praktyce
klinicznej, ale prowadzi niestety do powaznych skutkoéw
ubocznych 2z powodu wigzania sie antybiotykéw nie tylko do
bakteryjnego rRNA, ale réwniez do ludzkiego. Dlatego potrzebne
jest zwiekszenie specyficznoSci wigzania antybiotykéw. Innym

sposobem kontroli translacji jest technika antisens”,
polegajaca na uzyciu zmodyfikowanego tancucha RNA,
komplementarnego do miejsca A. Mozliwe byloby réwniez
polaczenie obu technik przez kowalencyjne zwigzanie

antybiotyku i zmodyfikowanego RNA, by zwiekszyé w ten sposéb
site wigzania nowej czasteczki do miejsca A i zwiekszy¢ jej

odpornos§¢ na degradacije enzymatyczng. Pierwszym etapem
tworzenia takiego uktadu jest poznanie wtasnosci
strukturalnych i dynamicznych wszystkich aktoréw biorgcych
udzial w procesie translacji — i temu =zagadnieniu Jjest

poSwiecona praca doktorska mgr Paneckiej.

Badania zostaty przeprowadzone zaawansowanymi metodami
dynamiki molekularnej i reprezentuja ogromny wysitek
obliczeniowy. Symulacje dynamiczne wykonano w reprezentacji
peinoatomowej. W niektérych symulacjach stosowane byty
zaawansowane techniki, jak wymiana replik i wymiana replik z
potencjatem obcigzajgcym.

Rozprawa liczy siedem rozdziatéw, =z ktérych dwa pierwsze
stanowia wprowadzenie i daja opis mechanizmu translacji i
metod symulacji numerycznych. Wyniki badafi przedstawione sa w
rozdziatach 3-6, ulozonych kolejno wedlug wielkoSci badanego



uktadu. Rozdzial sidédmy zawiera podsumowanie pracy i wnioski
do przyszitych badan.

Praca charakteryzuje sie bardzo obszernymi testami ustawien
symulacji w funkcji pola sitowego 1 parametryzacji jondw.
Szczegélnie cenne jest pordéwnanie pola sit AMBER parm99 i jego
nowszej wersji parmbscOc,;. Wykazano, ze nowa wersja pola siil
prowadzi do usztywnienia czasteczki RNA. Szczegdlnie cenne sg
testy z roznymi parametrami i stezeniem jondéw. Wpiyw Jjondéw na
konformacje i wtasnoSci dynamiczne kwaséw nukleinowych Jjest
tematem aktywnie dyskutowanym od paru lat.

W rozdziale trzecim autorka opisuje badania jednoniciowych
oligomeréw, RNA i 2’- OMeRNA i trzech typdéw PNA (tancuch
cukrowofosforanowy zastapiony jest przez tancuch peptydowy).
Symulacja jednoniciowych oligomeréw jest szczegdlnie trudna ze
wzgledu na ich duza gietkoSé i wymaga bardzo diugich
symulacji. Aby =zwiekszy¢é dostepna przestrzen konformacyjnag,
Pani Panecka uzyla dwéch punktéw startowych do symulacji:
konformacji rozciagnietej oraz helikalnej. Otrzymane
trajektorie zostaty bardzo doktadnie zanalizowane, ze wzgledu
na 1ilos¢ skupien konformacyjnych, Swiadczacych o gietkosci
danego oligomeru, gietkoS¢ szkieletu, ruchliwo§é =zasad, ich
oddziatywania warstwowe, oddzialywanie 2z rozpuszczalnikiem i
jonami. Autorka wnioskuje, 2ze dzieki uzyciu odpowiednio
umieszczonych grup metylowych lub seryny (w przypadku PNA)
mozna modulowa¢ =zachowanie sie oligomeru tak, aby otrzymaé
konformacje optymalnie wigzaca rRNA.

Analiza przeprowadzonych symulacji wykazata réwniez, ze
konformacja poczgtkowa ma duzy wplyw na trajektorie, oligomery
startujgce z konformacji helikalnej wykazuja wieksza tendencje
do jej zachowania. Ogélnie, PNA jest bardziej gietki niz RNA.
Metylacja 02’ usztywnia natomiast oligomer i np. w przypadku
2'OMeRNA, startujgcego z konformacji helikalnej, pozostaje ona
zachowana przez caty czas symulacji.

Rozdziat czwarty opisuje symulacje modelowych fragmentéw
bakteryjnego i ludzkiego cytoplazmatycznego rRNA,
zawierajgcego 2 miejsca A. Aby przyspieszy¢é stabilizacje
energetyczng ukiaddéw, symulacje zostaly réwniez przeprowadzone
przy uzyciu wymiany replik, klasycznej oraz 2z dodatkiem
potencjatu obcigzajgcego. Uzycie wymiany replik pozwolilo
autorce otrzyma¢ konformacje 2z najwazniejszymi dla procesu
kompleksowania mRNA i +tRNA adenozynami, A1492 i A1493, w
potozeniu ekstrahelikalnym, i uzyskac profile energii
swobodnej w funkcji ich orientacji, wskazujgace na réznice w
zachowaniu sie ukladu bakteryjnego i ludzkiego cytoplazmowego.
Pierwsze préby symulacji przy uzyciu nowszego wariantu wymiany
replik, z dodatkiem potencjatu, troche rozczarowalty, nie
zwiekszajac populaciji stanow zewnetrznych. Mgr  Panecka
proponuje dalsza prace nad parametryzacja tej metody.

Autorka analizuje zaréwno podobiefstwa, jak i réznice w
dynamice obu uktadoéw, bakteryjnego i ludzkiego
cytoplazmatycznego rRNA, przy czym bardziej interesujgce sa
réznice. I tak, analiza wskazuje, ze ludzkie cytoplazmatyczne



miejsce A jest bardziej dynamiczne, bardziej ruchliwe. Ruchy
adenozyn Al492 i Al493 sa mniej uporzagdkowane; w konformacji
intrahelikalnej para Al493:A1408 Jjest mniej stabilna w
przypadku bakterii niz jej ludzki odpowiednik A1493:G1408. W
przypadku ludzkiego miejsca A zostalo =zaobserwowane czeste
czeSciowe wyrzucanie poza helise Al492, stabilizowane przez
oddziatywanie szkieletu Al492 z G1408. W sumie, symulacje obu
uktladow ujawnity raczej podobienstwa ich wlasnosSci
dynamicznych niz réznice i nie pozwolity wyjasnié znanego z
eksperymentu faktu, 2ze dokladnosS¢ translacji (decoding) Jjest
wyzsza u ssakdéw niz u bakterii. Symulacje sugerujag raczej
wniosek przeciwny.

Symulacje  ludzkiego <cytoplazmatycznego fragmentu rRNA =z
miejscem A zostaly uzupelnione symulacjami mitochondrialnego
rRNA i Jjego mutanta Al490G. Najwazniejszym wynikiem Jjest
analiza stabilno$Sci nowej konformacji szkieletu miejsca A, S-
zakretu2 (S-turn2) i jego roli jako molekularnego przeilgcznika
(molecular switch). W pracy wywnioskowano, 2ze nieobecnosS¢ tej
struktury w bakteryjnym miejscu A wynika 2z jego kanonicznych
wigzan wodorowych, a jej obecnosé w mitochondrialnym rRNA ze
specyficznych ale niekanonicznych wigzan. Dynamika mutanta
Al490G przypomina dynamike bakteryjnego miejsca A.

Nastepnym, ostatnim etapem pracy doktorskiej byty symulacje
bakteryjnego miejsca A, z wlaczeniem Jjego rybosomowego
otoczenia, helisy H44 i H69 i biatka S12. Uwzglednione zostaly
réwniez mutacje punktowe w biatku S12: K42A 1 R53A oraz
kompleksy z paromomycyna. Symulacje pokazaty, 2ze oddziatywania
z K43 z Dbiatka S12 i =z Al913 =z helisy 69 zmniejszaja
ruchliwo$§é adenozyn 1492 i 1493 w stosunku do ukladoéw
modelowych, opisanych w rozdziale «czwartym. W symulacjach
uktadu natywnego oddzialywanie K43-Al1492 stabilizuje pozycje
ekstrahelikalng obu adenozyn, 1492 i 1493, zwiekszajgc dzieki
temu prawdopodobiefnstwo kompleksowania tRNA. Analiza
trajektorii pokazata, 2e mutacje w biatku S12 prowadzg do
zwiekszonej ruchliwo$Sci tych adenozyn. W ukladzie 2z natywnym
S12 ich konformacje tworzyly siedem skupien, w przypadku
mutantéw ilo§é skupien wzrosta do co najmniej 15. O ile w
ukladzie natywnym obie adenozyny pozostaty w konformacji
ektrahelikalnej, to w obu mutantach jedna 2z adenozyn byla w
wybrzuszeniu rRNA. Otrzymane charakterystyki =zgadzajg sie z
obserwowang wieksza rozdzielczo$Scia rybosoméw 2z mutacjami w
biatku S12 i wyjasniaja ich molekularny mechanizm.

Réznice w zachowaniu sie systemu natywnego i zmutowanego byly
réwniez obserwowane w przypadku komplekséw =z paromomycyng.
Wigzanie paromomycyny ositabia oddziatywania K43-Al1492, wazne w
uktadzie natywnym. Zgodnie z przewidywaniami wpilyw
paromomycyny na uklady zmutowane w S12 byl mniejszy, co zgadza
sie ze znana odpornoscia hiperaktywnych mutantow na
aminoglykozydy.

W przedstawionej pracy doktorskiej mgr Panecka wykazata, :ze
doskonale opanowala zardéwno temat od strony biologicznej, jak
i metody obliczeniowe, dobrze dobrane do celu badan. Symulacje
sa bardzo dokladnie i wszechstronnie zanalizowane przy uzyciu
réznych technik, od analizy konformacyjnej do metod




bioinformatycznych. Dane strukturalne sa skonfrontowane z
konformacjami wystepujacymi w strukturach znanych z
krystalografii; konsultowane sa réwniez banki danych
sekwencyjnych. Na kazdym etapie symulacji wyniki analizy sg
zestawiane z dostepnymi danymi eksperymentalnymi, co pozwolilo
na zaproponowanie mechanizméw strukturalnych, wyjasniajacych
wyniki badan eksperymentalnych. Nalezy tez podkreslic
krytyczny stosunek autorki do uzywanych metod i podawanie,
gdzie trzeba, stabych punktéw przeprowadzonych obliczen.

Praca doktorska napisana jest po angielsku, co zwiekszy Jjej
czytelno§é¢ w miedzynarodowym Srodowisku chemii obliczeniowej,
pozwalajgc na wykorzystanie przez specjalistéw wynikéw duzej
iloSci testdéw parametréw symulaciji.

Wyniki badan =zostaty opublikowane w trzech artykutach w
czasopismach o wysokim ,jmpact factor” i w aktach prestizowego
kongresu TACC-2012. Kolejna publikacja =zostala przyjeta do
druku, a nastepna jest przygotowywana. W tych wszystkich
publikacjach mgr Panecka jest pierwszym autorem. Prace byly
réwniez prezentowane na 11 miedzynarodowych konferencjach w
kraju i za granicga.

W podsumowaniu stwierdzam, 2e praca doktorska mgr Joanny
Paneckiej Swiadczy o naukowej dojrzalosSci autorki.

RownoczesSnie stwierdzam, ze =zaprezentowana rozprawa doktorska
speinia wszystkie wymogi ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Wnosze o
dopuszczenie mgr Joanny Paneckiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.



