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Postepujgca antybiotykoopornos¢ u bakterii stanowi bodziec do opracowywania nowych,
skuteczniejszych $rodkéw do walki z infekcjami bakteryjnymi. Do tego celu niezbedne jest doktadne
zbadanie oddziatywania antybiotykow z ich celami molekularnymi w komdrkach bakterii. Niniejsza
rozprawa doktorska poswiecona jest jednej z najczesciej stosowanych grup antybiotykéw -—
aminoglikozydom.

Celem mojej pracy byto zidentyfikowanie mechanizmdéw oddziatywania aminoglikozyddw z réznymi RNA
oraz zaprojektowanie modyfikacji tych antybiotykéw, ktdre powodowatyby bardziej specyficzny sposdb
oddziatywania z receptorem i miatyby mniej dziatan ubocznych. W ramach pracy zbadatam trzy receptory
RNA, do ktérych wiaza sie aminoglikozydy. Badania obejmowaty zaréwno techniki eksperymentalne, jak i
obliczeniowe.

Dwie z badanych struktur wystepujg naturalnie w rybosomach, zaréwno u bakterii, jak i u cztowieka. S3
to region dekodujacy i wigzania tRNA (tzw. miejsce A) oraz Helisa 69. Miejsce A jest gtdbwnym miejscem
wigzania sie aminoglikozydéw u bakterii. Odgrywa ono istotng role w procesie odczytywania informacji o
sekwencji aminokwaséw tworzonego biatka, zawartej w matrycowym RNA. Aminoglikozydy, przytgczone
w miejscu A, powodujg zaktécenie tego procesu, przez co do biatka mogg zosta¢ wiaczone niewtasciwe
aminokwasy. W przedstawionej pracy wykonatam szczegétowq analize oddziatywan elektrostatycznych,
bedacych gtéwnym motorem w procesie wigzania aminoglikozydow do RNA. Dzieki zastosowaniu
modelowania molekularnego i symulacji komputerowych, uwzgledniajgcych asferycznos¢ gestosci
elektronowej, wyodrebnitam grupy funkcyjne aminoglikozydéw, majgce kluczowe znaczenie w ich
wigzaniu do miejsca A. Dzieki analizie wigzann wodorowych z czgsteczkami wody, posredniczagcymi w
wigzaniach pomiedzy tymi antybiotykami a receptorem, zaproponowatam modyfikacje
aminoglikozyddw, majace na celu zwiekszenie ich powinowactwa do receptora, czyli miejsca A.



Helisa 69, ktdra stanowi drugie miejsce wigzania aminoglikozydéw do rybosomowego RNA, znajduje sie
na mostku tgczagcym matg i duzg podjednostke rybosomu. Zwigzanie antybiotyku w tym miejscu
wywotuje zaktdcenie asocjacji podjednostek. Helisa ta stanowi zatem doskonaty cel dla nowych zwigzkéw
antybakteryjnych, zwtaszcza syntetycznych oligonukleotyddw, ktére wigzatyby sie z Helisg 69 na zasadzie
komplementarnego parowania zasad. W ramach niniejszej pracy, wykonatam badania doswiadczalne
oddziatywania Helisy 69 z aminoglikozydem neomycyng oraz z zaprojektowanym przeze mnie
oligomerem peptydowego kwasu nukleinowego. Peptydowy kwas nukleinowy jest analogiem RNA,
opartym na szkielecie poliamidowym. Doswiadczenia obejmowaty miedzy innymi analize krzywych
topnienia komplekséw, dichroizm kotowy oraz pomiary kalorymetryczne. Badania wykonatam z
wykorzystaniem zaréwno sekwencji Helisy 69 obecnej u bakterii (z uwzglednieniem jej
posttranskrypcyjnych modyfikacji pseudourydynami), jak i z odpowiednig sekwencjg, wystepujacg w
ludzkich rybosomach. Wyniki badan pokazaty, ze oligomer peptydowego kwasu nukleinowego, potgczony
kowalencyjnie z peptydem utatwiajgcym wnikanie do komérek, wigze sie specyficznie z bakteryjng Helisg
69 i jest w stanie zablokowa¢ translacje u bakterii. Jednoczesnie, zwigzek ten nie wigze sie z Helisg 69 o
sekwencji wystepujacej u cztowieka.

Trzecia struktura RNA to syntetyczny ryboprzetacznik N1. Ryboprzetacznik ten ma zdolno$é przytgczania
aminoglikozyddw, ktére w rdéiny sposdb zmieniajg jego konformacje. Umieszczony w niekodujgcym
fragmencie matrycowego RNA, moze stuzy¢ do regulowania ekspresji okreslonego genu, co zostato
przetestowane u drozdizy. W niniejszej pracy, przeprowadzitam symulacje dynamiki molekularnej
ryboprzetacznika N1 z wymiang replik o réznej temperaturze. Obliczenia te obejmowaty ryboprzetgcznik
bez ligandéw oraz w kompleksach z trzema réznymi aminoglikozydami w celu wyjasnienia ich réznego
wplywu na ekspresje gendw. Neomycyna oraz rybostamycyna, po zwigzaniu sie do ryboprzetacznika,
hamujg ekspresje genu testowanego biatka. Paromomycyna, rdznigca sie od neomycyny tylko jedna
grupa funkcyjng, wigze sie w bardzo podobny sposdb, jednak nie zaktdca ekspresji genu. Dzieki
przeprowadzonym symulacjom, znalaztam subtelne réznice w sieci wigzan wodorowych pomiedzy
badanymi systemami, ktére decydujg o odmiennej dynamice komplekséw. W systemie z paromomycyng,
zauwazytam znaczne usztywnienie nukleotyddéw, potozonych w sgsiedztwie miejsca wigzania.

Wyniki opisane w prezentowane] pracy pokazujg w sposob szczegdtowy istotne oddziatywania pomiedzy
aminoglikozydami a RNA w kontekscie ochrony przeciwbakteryjnej oraz kontroli ekspresji gendw.
Zaprojektowane zwigzki mogg stac sie podstawg do opracowania nowych antybiotykow.

Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku angielskim. Doswiadczenia oraz czes¢ obliczen
wykonatam w Centrum Nowych Technologii oraz na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego,
symulacje wykonatam w RIKEN w Japonii. Wyniki badan zostaty opublikowane w postaci trzech
oryginalnych artykutéw naukowych w czasopismach z listy filadelfijskiej, z ktérych jeden wyrdzniono
grafikg na oktadce. Kolejny artykut jest w trakcie recenzji i ostatni jest obecnie w przygotowaniu. Wyniki
pracy prezentowane byty na okoto 30 konferencjach krajowych i miedzynarodowych i zostaty wyréznione
m. in. nagroda za najlepszy referat oraz dwiema nagrodami za najlepszy poster.



