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Investigation of interactions of lincosamides with bacterial ribosome
using computational modelling methods

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska ma charakter klasycznej rozprawy
i obejmuje 146 stron wraz z =zatgcznikiem zawierajgcym dane techniczne dotyczace
przeprowadzonych badan. Praca jest oparta na dwu publikacjach w Journal of Molecular
Modeling (opublikowanych w 2012 i 2016) oraz jednej publikacji w przygotowaniu. We
wszystkich tych publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem, co wskazuje na duzy
wkiad pracy wlozonej w otrzymanie i zanalizowanie otrzymanych wynikow. Wstep
literaturowy pracy doktorskiej, podzielony na cze$¢ biologiczng i metodologiczna, liczy 32
strony, opis przygotowania struktur do symulacji 15 stron, Wyniki podzielone na 4 etapy
zakonczone osobnymi konkluzjami 56 stron, oraz sumaryczne konkluzje wraz z planem
przysztych badan 4 strony. W tekscie pracy zamieszczono 56 ilustracji, 27 tabel, oraz wykaz
skrotow. Bibliografia obejmuje 126 pozycji. Praca zostata napisana W jezyku angielskim przy
praktycznie bezblednym stownictwie.

W czesci literaturowej dotyczacej uktadow biologicznych doktorantka przedstawia
specyficzng klase antybiotykow, linkosamidow, dla ktoérych prowadzita badania. Jest to mata
grupa antybiotykdéw zawierajaca trzy zwigzki: linkomycyna, klindamycyna oraz pirlimycyna.
Wobec rosngcej opornosci bakterii na stosowane antybiotyki wazne jest poszukiwanie
nowych zwigzkéw na bazie substancji naturalnych (jak np. linkomycyna) lub syntetycznych.
Z tych trzech zwigzkéw, klindamycyna posiadajaca najlepsze wlasnosci farmakokinetyczne
jest najszerzej stosowana, i wlasnie na tym zwigzku skupila si¢ doktorantka w swoich
badaniach. Szkoda, ze we Wstgpie nie omoéwiono, lub chocby nie wspomniano, o innych

antybiotykach, dzialajacych podobnie do linkosamidoéw, czyli blokujacych rybosom
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bakteryjny. Ciekawe byloby porownanie ich struktur, wielko$ci, niektérych wtasnosci fizyko-
chemicznych, miejsc wigzania w rybosomie oraz szybkosci rozwoju lekoopornosci dla
poszczegbdlnych grup antybiotykow.

W czgéci Metodologicznej doktorantka omawia metody teoretyczne stosowane do
modelownia matych zwigzkow chemicznych oraz duzych uktadow biologicznych. Poczawszy
od metod ab initio i DFT (Density Functional Theory) oméwiona takze zostala metoda AIM
(Atoms in Molecules) Badera (niestety bez ilustracji przedstawiajgcej punkty krytyczne
gradientu gestosci elektronowej) oraz metody oparte na klasycznym polu sit dziatajacych
migdzy atomami czyli Mechanika i Dynamika Molekularna. Doktorantka oméwita wktady
poszczegblnych rodzajow oddzialywan do pola sitowego oraz szczegdlng uwage skupita na
omoOwieniu hybrydowej metody QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular Mechanics), ktéra
umozliwia kwantowe obliczenia dla centralnej czesci badanego uktadu podczas gdy reszta
tego uktadu jest traktowana klasycznie. Omowiono takze w skrocie metody analizy danych z
symulacji dynamiki molekularnej. Niedociagnigcia: rys. 2.7 z rozdziatu 2.3.7 jest kopig rys.
2.2 z poprzedniego podrozdziatu. W drugiej czg¢sci wzoru 2.36 na RDF (Radial Distribution
Function) powinno byé¢ R® zamiast dR® bo definiuje sfere. W obu wzorach na str. 40 brak
opisu znakow X.

W nastgpnym rozdziale Doktorantka przedstawia metody stosowane w badaniach
wilasnych. W szczegolnosci wykonano optymalizacje struktury wszystkich trzech
linkosamidow w prozni i rozpuszczalniku ciggtym, a dla klindamycyny przeprowadzono
symulacje dynamiki molekularnej: samego liganda metoda kwantowag QMD w prézni 60 ps
oraz klasyczng FAMD (full-atom MD) w $rodowisku wodnym przez 100 ns. Nastgpnie,
wykonano symulacje z rybosomem: bez liganda oraz z ligandem WT (dziki typ rybosomu) i
MUT (mutacja rybosomu - nieopisana w tym rozdziale) metodami QM/MM 50 ps i FAMD
100 ns. Dla kazdej z tych symulacji stosowano 3-4 powtoérzenia aby uzyskane wyniki byly
statystycznie wiarygodne. Opisano takze jakie analizy zostaty zastosowane do otrzymanych
wynikow oraz jakich programéw uzyto: metody DFT w programie CP2K dla dynamiki
kwantowej oraz QM/MM, natomiast pole sitowe typu AMBER w programie NAMD dla
dynamiki klasycznej. Startowa struktura rybosomu ze zwigzang klindamycyna zostata wzigta
ze struktury krystalicznej, kod 4V7V z bazy PDB (Protein Data Bank). Na str. 42 podano
numeracj¢ atomow dla kata torsyjnego C15-C16-N2-C19, natomiast na rys. 3.5 w tym samym
rozdziale jest inna numeracja atomow. Dopiero w nastepnym rozdziale Wyniki na rys. 4.1

przedstawiono t¢ numeracj¢. W calej pracy funkcjonuja te dwie rownolegle numeracje
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poniewaz w obu publikacjach w Journal of Molecular Modeling inaczej ponumerowano
atomy, a w pracy doktorskiej nie ujednolicono tej numeracji, co utrudnia czytanie. Symulacje
przeprowadzano na fragmencie rybosomu zawartym wewnatrz sfery o promieniu 20 A wokoét
molekuty klindamycyny. Obszar ten zwieral zaréwno lancuchy RNA jak i biatkowe. Po
dodaniu molekut wody w modelu TIP3P badany uktad zawierat ok. 90,000 atoméw w pudle
periodycznym. Uktad do symulacji kwantowych byl mniejszy i zawieral 18,000 atomow z
czego 138 atomdéw byto liczonych kwantowo. Wielko$¢ uktadu jest adekwatna do
przeprowadzonych badan.

W tab. 4.1 w rozdziale Wyniki podano, ze przedstawione tam parametry geometryczne
dotycza optymalnych struktur trzech linkosamidow. W rzeczywistosci (jak podano w rozdz.
3), podane katy torsyjne odpowiadaja katom doswiadczalnym i nie podlegaty optymalizacji.
Doktorantka wykonata skan energii potencjalnej klindamycyny obracajac kat C15-C16-N2-
C19 co 10°. Uzyskane dwa minima energii 0° i 180° nie odpowiadaja do$wiadczalnemu
konfomerowi A (-47°) ani konformerowi B (119°) co nie zostato skomentowane. W podpisie
do tych skandéw jest niezrozumiate zdanie ,,in the both clindamycin conformer A”.
Prawdopodobnie wyraz both jest zb¢dny. Skany energii dla konformeru A i B sg rozne co
wydaje si¢ dziwne bioragc pod uwage to, ze pozostale parametry geometryczne byty
optymalizowane. Rozne sg takze wysoko$ci obu minimow dla 0° i 180°.

Przy omawianiu geometrii obu konformeréw A i B klindamycyny na rys. 4.5
zaznaczone zostaly punkty krytyczne typu (3, +1) nieomdéwione wczesniej. Brak takze
poréwnania ich wartosci dla obu konformeréw 1 wptywu na stabilno$¢, chociaz zostaty one
przedstawione w tab. 4.4. Na str. 66-67: ,,common hydrogen bonds” w odniesieniu do
CHOC oraz ,,atypical hydrogen bonds” w odniesieniu do OH X (X = O, Cl). Wydaje mi
si¢, ze jest odwrotnie i typowe wigzanie wodorowe to uktad OH O, jako ze jest silnie
spolaryzowane, natomiast wigzania C-H sg stabo spolaryzowane. Na rys. 4.16 pokazano
histogramy warto$ci SASA (solvent accessible solvent area) dla symulacji klindamycyny w
wodzie w metodzie QM/MM i1 FAMD. Maksima obu wykreséw rdznig si¢ o ok. 5 A,
Prawdopodobnie jest to nieistotna réznica w poroéwnaniu do wartosci maksimum SASA
642+11 A? tym niemniej test t-Studenta powinien by¢ przeprowadzony aby stwierdzi¢ czy ta
roéznica maksimow SASA jest statystycznie istotna.

Na rys. 4.24 pokazano z Kolei histogramy warto$ci kata C4-C7-N1-C10 (lub wg.
alternatywnej numeracji C15-C16-N2-C19). Dla symulacji WT-CLY otrzymano trzy rézne

maksima wartosci tych katow. Tutaj takze mozna zastosowac test t-Studenta, czy te roznice sg
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statystycznie istotne zwlaszcza, ze rozklad tych katow jest bardzo szeroki. Przy omawianiu
miejsca wigzania klindamycyny w rybosomie, na rys. 4.25 zastosowano niewlasciwg
numeracj¢ zasad, np. A2015 zamiast A2058. Z kolei na rys. 4.26 i 4.27 nie zaznaczono reszty
A2058, ktora wigze si¢ bezposrednio z ligandem i dodatkowo jest mutowana, oraz reszty
A2059. Zrobiono to dopiero na rys. 4.29. Na str. 95 opisano wigzanie liganda z rybosomem
bez mutacji: ,,A2058:06 CLY:04” — natomiast adenina nie zawiera atomow tlenu. By¢ moze
chodzito o oddziatywanie A2059:N6"CLY:04 jak to wynika z rys. 4.30 struktura po lewej
stronie.

W sumie Doktorantka wykonata bardzo wiele roznorodnych symulacji zarowno samej
klindamycyny jak i zwiagzanej z fragmentem rybosomu. Uzyskane wyniki wskazuja, Ze jest
istotna réznica w wigzaniu liganda do zmutowanego rybosomu i takie wigzanie jest nawet
silniejsze niz w rybosomie bez mutacji. Wobec tego Doktorantka stawia hipoteze, ze zmiana
ulozenia sgsiednich zasad nukleinowych powoduje zmniejszenie kanatu, ktorym ligand
wchodzi do miejsca wigzacego, cO skutkuje brakiem wigzania. Dobrze bytoby to
zweryfikowa¢ np. przeciggajac ligand przez ten otwor dla obu rybosoméw stosujac
zewngtrzng sit¢ w metodzie SMD (Steered Molecular Dynamics). Badane efekty wymagaty
dhugich czasow symulacji dlatego klasyczne petno-atomowe symulacje okazaly si¢ bardziej
wydajne od symulacji QM/MM pozwalajac na uzyskanie symulacji dluzszych o ok. 3 rzegdy
wielkos$ci pomimo uzycia wigkszej liczby atoméw w badanym uktadzie.

Podsumowujgc, rozprawa jest napisana poprawnym jezykiem naukowym i zawiera
wiele warto$ciowych i opublikowanych wynikow, natomiast wyniki symulacji z rybosomem
sa w fazie pisania manuskryptu. Wybor metod i krytyczna interpretacja uzyskanych wynikow
$wiadczg o dojrzatosci naukowej Doktorantki a wyzej wymienione niedociggnigcia nie
przestaniajg jednak znaczacej wartosci naukowej dysertacji oraz znakomitego przygotowania
merytorycznego. Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone
w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.), dlatego przedktadam
wniosek do Rady Naukowej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie

mgr. Katarzyny Kulczyckiej-Mierzejewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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