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Report on the PhD thesis
“Interactions of aminoglycoside antibiotics with

ribosomal RNA and riboswitches”
by Ms. Marta Kulik

Aantibiotic resistance in bacteria is a serious problem that poses a very real threat to
human health. Bacterial infections, which used to take numerous lives every year,
are now coming back again. After more than six decades of having a successful
defense against these infections in the form of a number of antibiotic drugs, we are
now in a situation where several bacterial strains have developed resistance to
multiple antibiotics, and at the same time the pharmaceutical industry world-wide is
not really coming up with replacement therapeutics.

_ The subject of this thesis — aminoglycoside antibiotics — is therefore highly relevant.
Ribosomes, essential for cellular life, are the target of approximately half of the

antibiotics currently in clinical use, and the aminoglycosides are one important class
of antibiotics, specifically targeting bacterial ribosomes. One strategy, which can be
used to develop new antibiotic drugs that are effective against the current resistance
mechanisms in pathogenic bacteria, is to build on existing drugs and re-design them

so that they retain their antibiotic activity against the resistant strains. This requires a

thorough understanding both of how the drugs work in the first place, and also of
how some bacteria manage to avoid being killed.

Ms. Kulik addresses these issues in studies of three different RNAs, which all are
targets for aminoglycosides: The ribosomal A-site RNA (where the first recognition
of the incoming amino-acyl tRNA is made), ribosomal Helix 69 (at the interface
between the small and large ribosomal subunits), and a synthetic construct, the N1
riboswitch. The two first are natural antibiotic targets, and the riboswitch is a small
RNA that shares some binding site features with the natural targets, which makes it
an easy to use model system, even though it is more related to gene regulation than
to antibiotic activity per se. Peptide Nucleic Acid (PNA), a non-aminoglycoside, is
.also used with the Helix 69 target. Both computational (energy minimization and
analysis, molecular dynamics simulation) and experimental (spectroscopy,
calorimetry) methods are used. This broad combination of techniques is a very
strong aspect of the thesis.

Overall the thesis is well-written and clearly presents the biological/biochemical
systems, the methodological approaches, and the results. One of the main
achievements is the demonstration that a computationally expensix?e, more refined,
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method of treating charge distributions (aspherical distributions) does not provide
any significant improvement over simpler and less expensive point charge
representations in these highly charged biological macromolecules. This is important
to know since computational power is still a limiting factor in many of these studies,
and the community therefore always strives to use efficient, yet reliable,
approximations. A new antibiotic compound was proposed, based on the interaction
analysis of a set of aminoglycosides with the RNA target; this compound should be
testable, and so is a bona fide prediction — always a very good outcome of a
computational study! Guided by interaction involving stably bound water molecules
at the drug-RNA interface (a useful, but in itself not new strategy), the author also
designed a new, more rigid, variant of aminoglycosides. For Helix 69 a nucleic
analog (PNA) that should have inhibitory effect was designed. Finally, the activation
of the N1 riboswitch is suggested to be related to its flexibility, which is
differentially affected by active and inactive ligands.

All these drugs bind non-covalently to their targets, and the key thermodynamic
quantity is the free energy of binding (AG). The computational analyses in the
thesis are mostly concerned with either structural aspects (e.g. number of hydrogen
bonds) or (electrostatic) interaction energies — which are not the same thing as AG.
Yet, there are well-developed methods for computing relative AG-values (the
difference in binding free energy between two compounds or two targets) from
simulations. It would have been of interest to see this type of free energy
perturbation analysis in some of the systems, or at least to have a discussion of pros -
and cons of the free energy perturbation method.

The limitations of the methods used are not discussed in detail, and likewise
estimates of convergence and errors are not presented in most cases. Is the length
(100 ns) of the molecular dynamics simulations sufficient to obtain stable and
converged results? This could easily be checked by running several independent 100
ns simulations of the same system.

Below I give some specific comments for each chapter in the thesis.

Chapter 1.

Why is the problem of antibiotic resistance especially serious with Gram negative
bacteria?

Is there really a need for > 50% G in the homopurine strand of the duplex partina
triplex (page 12)? In DNA this is not necessary.

Stacking interactions do exist even between rings that are not charged (the
nuclobases are not charged).
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Chapter 2.

The precision in the structures of these molecules is limited (resolutions of 2.5A or
worse), and they are not rigid, so the assumption that electrostatic interaction
energies can be improved by using an aspherical charge distribution for the atoms
seems to be a bit shaky. The issue is further complicated by the energy
minimization, which uses a different charge model, and which in itself may not give
the optimal representation of the real system which is flexible and may visit several
local conformations; a charged side chain may easily swing several A from its
position in the X-ray or NMR structure, and this changes its electrostatic interactions
(especially in vacuo) by tens of kcal/mol. The very large values of the electrostatic
interaction energies make it difficult to trust their predictive value — would they
really all be scaled by the same factor if solvent screening was taken into account?
There are also interactions within the RNA that have not been accounted for.

In equations 2.6 and 2.7, why is the sum from 1 to N/2? Does this mean that N has to
be even?

There is a typographical error in equatlon 2.13, there should not be a squaring of the
dihedral term.

Please explain the columns and rows of the matrix D in equation 2.18.
Why not simply use the microcanonincal ensemble (page 32)?

Why is the method with fixed partial charges “the only methods that allows us to
calculate the forces action on the nuclei” (page 37). How about polarizable models,
or lattice sum methods like Particle Mesh Ewald summation? What is in general the
computational difficulty with electrostatic interactions?

Is the absorbance A the amount of absorbed light (page 39)? And is the expression
given really the Lambert-Beer law?

Chapter 3.

Why were the 5’-phosphates removed? This interferes with the estimate of
interaction with G1403 on page 50.

The AMBER force field contains parameters, including partial charges, for the RNA
residues, so the AM1-BCC procedure mentioned on page 46 presumably relates to
the ligands. How were the rest of the parameters for the ligands obtained?

What is the “conversion factor” on page 47? Is this something particular for
AMBER?

In the legend of figure 3.2 it should be vdW emergies (not forces).,
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If charges dominate the interactions it is unclear why mutations of non-charged
bases should have strong effects (Table 3.5).

Why should a strongly bound water molecule not be used to guide the introduction
of a modification to the ligand (page 71)?

Biomolecular crystals usually are quite wet (50% or more water), so the crystal
structures may not be solidly packed states (page 75).

Chapter 4.

Is the PNA binding to Helix 69 an example of antisense binding? This is not a
nucleic acid that is being read in a transcription of translation process (where “sense”
makes sense). And are the binding modes of neomycin and PNA related?

Why does mismatched or random PNA reduce Tm of the hairpin?
In figure 4.6, how does the excess PNA influence the CD spectrum?

The IC50 values, free energies and MICs (pages 96-97) are a bit confusing. With
neomycin and PNA the IC50s differ, but free energies are similar, and with
tetracycline and PNA the IC50s are similar but the MICs differ?

How does PNA adhesion to the RNA-PNA duplex occur?

What does “one-fold lower (i.e. “1 times lower”) mean on page 96?

Chapter 5.

There is significantly more simulation time in the REMD (32x 100 ns) simulation
compared to the standard MD simulation (1 x 100 ns). How can one know that the
REMD is more efficient? What would happen if you were to run 32 x100 ns (or 8 x
400 ns) standard MD?

Force field validation is always a problem, generally due to lack of useful
experimental data, and you have a handful of NMR-derived interproton distances.
How much do you trust the force field here?

The standard deviations in figures 5.7 and 5.8 could be replaced by the standard
error of the mean, which is more informative regarding the precision of the average
value.

The number of hydrogen bonds between ligand and RNA is surprisingly low, less
than 50% (page 111) — comment?

How does the motion of A17 act as s signal (page 113)?
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How can ring IV affect the motions of ring I (figure 5.10)? Are the principal
components just for the motions of ring [ alone?

Can NMR be performed on a frozen solution?

Is it the RNA shape or its sequence that matters? The message is different regarding
this on pages 117 (shape) and 118 (sequence).

Final evaluation.

This thesis deals with important biological/biochemistry problems using a wide set
of appropriate methods, and the results of these investigations are clearly presented
both in the thesis and in several publications in international journals, as well asata
number of conferences. I conclude that the thesis clearly meets the criteria for the

PhD degree.

/Levumr{‘ }J {i\mw/
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Raport nt. pracy doktorskiej
“Interactions of aminoglycoside antibiotics with
ribosomal RNA and riboswitches”

Pani Marty Kulik

Oporno$¢ na antybiotyki u bakterii stanowi powazny problem, bedacy realnym
zagrozeniem dla zdrowia ludzkiego. Infekcje bakteryjne, ktére kazdego roku
pozbawialy zycia setki istnien, znowu powracaja. Po wiecej niz sze$ciu dekadach
udanej obrony przeciwko tym infekcjom za pomocg antybiotykéw, jesteSmy w
sytuacji, w ktorej niektore szczepy bakterii rozwinety opornos¢ wobec wielu
antybiotykow i jednoczesnie Swiatowy przemyst farmaceutyczny nie dostarcza
zastepczych lekow.

Tematyka tej pracy — antybiotyki aminoglikozydowe — ma zatem szczegdlne
znaczenie. Rybosomy, niezbedne dla zycia komérkowego, sg celem blisko potowy
antybiotykéw obecnie stosowanych w praktyce klinicznej a aminoglikozydy sa
jedng z waznych klas antybiotykow, specyficznie celujgcych w rybosomy
bakteryjne. Jedna ze strategii, ktora moze zosta¢ wykorzystana do rozwijania
nowych antybiotykéw skutecznych w walce przeciwko obecnym mechanizmom
opornosci u bakterii patogennych, polega na uzyciu istniejgcych lekéw i ich
przeprojektowaniu tak, by zachowaly swoja aktywnos¢ antybakteryjng przeciwko
opornym szczepom. Wymaga to glebokiego zrozumienia zaréwno tego, jak dzialajg
leki, jak 1 tego, jak niektdre bakterie unikajg Smierci.

Pani Kulik odnosi si¢ do tych probleméw w badaniach trzech réznych RNA, ktére
sg celami dla aminoglikozyd6éw: rybosomalnego miejsca A (gdzie nastepuje
pierwsze rozpoznanie przychodzacych amino-acylowanych tRNA), rybosomalne;
Helisy 69 (na styku pomiedzy matg a duzg podjednostkg rybosomu), oraz
syntetycznym konstruktem, ryboprzelgcznikiem N1. Dwa pierwsze RNA sg
naturalnymi celami antybiotykéw, natomiast ryboprzetacznik jest malym RNA,
ktore posiada wspélne cechy miejsc wigzania z celami naturalnymi, co powoduje,
ze jest on tatwym do wykorzystania systemem modelowym, choé¢ jednoczesnie
bardziej powigzanym z regulacjg genetyczna niz z aktywnoscig antybakteryjng per
se. Peptydowy kwas nukleinowy (PNA), nieb¢dacy aminoglikozydem, jest takze
uzyty z Helisg 69 jako celem. Uzywane sg zaréwno metody obliczeniowe
(minimalizacja energii i analiza, symulacje dynamiki molekularne;j), jak i
eksperymentalne (spektroskopia, kalorymetria). Ta szeroka kombinacja technika

stanowi silng stron¢ rozprawy. ,

Z ogdlnego punktu widzenia, rozprawa jest dobrze napisana i jasno prezentuje
biologiczne/biochemiczne uktady, podejscia metodologiczne i wyniki. Jednym z
gtownych osiagnigc jest zademonstrowanie, ze obliczeniowo wymagajace, bardziej
udoktadnione metody traktowania rozktadéw tadunku,
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podejscie asferyczne) nie przynosza znaczacej poprawy wobec prostszych i mniej
wymagajacych reprezentacji tadunkéw punktowych w tak wysoko natadowanych
biologicznych systemach makromolekul. Jest to wazna informacja, gdyz moc
obliczeniowa jest nadal czynnikiem ograniczajacym wiele tego typu badan, a w
srodowisku kladzie si¢ nacisk, aby uzywac nie tylko wydajnych ale i wiarygodnych
przyblizef. Opierajac si¢ na analizie oddzialywan szeregu aminoglikozydéw z ich
celem RNA, zaproponowany zostal nowy zwigzek antybiotykowy; zwigzek ten
powinien by¢ przetestowany, i takie jest przewidywanie bona fide — jest to zawsze
dobry wynik pracy obliczeniowej! Na podstawie oddziatywan angazujgcych
czgsteczki wody, stabilnie zwigzane na pograniczu leku i RNA (uzyteczna, ale nie
nowa strategia), autorka zaprojektowata nowy, bardziej sztywny wariant
aminoglikozydu. Dla Helisy 69 zostat zaprojektowany odpowiednik kwasu
nukleinowego (PNA), ktéry powinien posiada¢ wiasciwosci inhibitora. Wreszcie,
aktywacja ryboprzelagcznika N1 zostala powigzana z jego elastycznosceig, na ktérg
rézny wplyw majg aktywne i nicaktywne ligandy.

Wszystkie te leki wigzg si¢ niekowalencyjnie do swoich celéw, a kluczowa
wielkoscig termodynamiczng jest energia swobodna wigzania (AG). Analiza
obliczeniowa w pracy jest gléwnie zwigzana albo z aspektami strukturalnymi (np.
liczba wigzan wodorowych) albo z (elektrostatyczng) energig oddzialywania — nie
jest to to samo, co AG. Jednakze, istniejg dobrze opracowane metody obliczania
wzglednych wartosci AG (r6znicy swobodnych energii wigzania pomiedzy dwoma
zwigzkami badZ dwoma celami) z symulacji. Byloby interesujgce zobaczyé¢ w
przypadku niektorych systeméw analiz¢ wykonana metodg zaburzef energii
swobodnej, lub przynajmniej pokaza¢ dyskusje wad i zalet tej metody.

Ograniczenia uzytych metod nie zostaly szczegbtowo przedyskutowane, tak jak i
oszacowania zbieznosci i bledow w wigkszosci przypadkéw nie zostaly pokazane.
Czy dhugos¢ (100 ns) symulacji dynamiki molekularnej jest wystarczajaca do
otrzymania stabilnych i zbieznych wynikéw? Moze to zosta¢ latwo sprawdzone
poprzez wykonanie kilku niezaleznych 100 ns symulacji tego samego systemu.

Ponizej zamieszczam kilka szczegétowych komentarzy do kazdego rozdziahu pracy.

Rozdziat 1.

Dlaczego problem opornosci na antybiotyki jest szczegélnie powazny w przypadku
* bakterii Gram-ujemnych?

Czy rzeczywiscie potrzebne jest > 50% G w nici zawierajacej puryny, nalezacej do
dupleksu, w tripleksach (strona 12)? W przypadku DNA nie jest to konieczne.

Oddziatywania warstwowe istniejg nawet pomiedzy pierscieniami, ktore nie s3
natadowane (zasady w kwasach nukleinowych nie sg natadowane).
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Rozdziat 2.

Precyzja struktur tych czasteczek jest ograniczona (rozdzielczo$é rzedu 2.5A lub
gorsza), i nie sg one sztywne, zatem zalozenie, ze oddziatywania elektrostatyczne
mogg by¢ poprawione poprzez uzycie asferycznego rozktadu ladunku dla atomow
wydaje si¢ by¢ troche na wyrost. Problem ten jest dodatkowo komplikowany przez
zastosowanie minimalizacji energii, ktéra wykorzystuje inny model ladunku, i sama
w sobie moze nie dawa¢ optymalnej reprezentacji rzeczywistego systemu, ktory jest
elastyczny i moze odwiedza¢ kilka lokalnych konformacji; natadowany laiicuch
boczny moze tatwo przeskakiwa¢ kilka A od swojego potozenia w strukturze
krystalograficznej lub NMR, a zmiany jego oddziatywan elektrostatycznych
(szczegblnie in vacuo) moga sie r6zni¢ o dziesigtki kcal/mol. Tak duze wartodci
elektrostatycznej energii oddziatywania sprawiaja, ze trudno ufaé w ich moc
przewidywania — czy rzeczywiscie beda si¢ skalowaly tak samo po uwzglednieniu
ekranowania od rozpuszczalnika?

Takze oddziatywania w obrgbie RNA nie zostaly wziete pod uwage.

Dlaczego w réwnaniach 2.6 i 2.7 wystepuje suma od 1 do N/2? Czy to oznacza, ze N
powinno by¢ parzyste?

W réwnaniu 2.13 jest blad typograficzny, nie powinno byé podnoszenia do
kwadratu cztonu kata dwusciennego.

Prosz¢ wyjasni¢ kolumny i rzedy macierzy D w réwnaniu 2.18. Czemu by
nie uzy¢ po prostu zespotu mikrokanonicznego (strona 32)?

Czemu metoda z ustalonymi fadunkami czgstkowymi jest ,,jedyna metoda, ktéra
pozwala na obliczenie sit dziatajgcych na jadro” (strona 37). Co z modelami
uwzgledniajgcymi polaryzacje, albo z metodami sum sieciowych, np. Particle Mesh
Ewald? Jaka jest w ogo6lnosci trudno$¢ obliczeniowa, zwigzana z oddziatywaniami
elektrostatycznymi?

Czy absorbancja A jest iloscia zaabsorbowanego $wiatta (strona 39)? I czy podane
wyrazenie jest rzeczywiscie prawem Lamberta-Beera?

Rozdziat 3.

Czemu grupy fosforanowe na koricach 5° zostaly usuniete? To zakl6ca oszacowanie
oddziatywania z G1403 na stronie 50.

Pole sitowe AMBER zawiera parametry, wiaczajac w to tadunki czastkowe, dla
czgsteczek RNA, zatem procedura AM1-BCC, wspomniana na stronie 47, odnosi sie
zapewne do ligand6éw. Jak reszta parametréw zostata wyznaczona dla ligandow?

Co to jest ,,wspotczynnik konwersji” na stronie 47? Czy jest to co$ specjalnego dla

AMBERA? ,

W legendzie rysunku 3.2 powinny by¢ energie vdW (nie sily).
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Jesli tadunek dominuje w oddziatywaniach, nie jest jasne, czemu mutacje
nienatadowanych zasad miatyby mie¢ silny efekt (Tabela 3.5).

Czemu silnie zwigzana czasteczka wody nie moze byé uzyta do zaproponowania
modyfikacji ligandu (strona 71)?

Krysztaty biomolekularne sg zwykle dosy¢ mokre (50% lub wigcej wody), zatem
struktury krystalograficzne nie moga by¢ silnie upakowane (strona 75).

Rozdziat 4.

Czy wigzanie PNA do Helisy 69 jest przyktadem wigzania antysensownego? Nie jest
to kwas nukleinowy odezytywany w transkrypcji w procesie translacji (gdzie ,,sens”
ma sens). Czy sposoby wigzania neomycyny i PNA sg ze soba powigzane?

Czemu niekomplementarna lub losowa sekwencja PNA obniza Trm spinki?
W jaki sposéb nadmiar PNA wptywa na widmo CD na rysunku 4.6?

Wartosci IC50, energie swobodne i MIC (strony 96-97) sg nieco dezorientujace. W
przypadku neomycyny i PNA wartodci IC50 sie réznia, ale energie swobodne sg
podobne, a w przypadku tetracykliny i PNA, IC50 sg podobne, ale MIC s3 rézne?
Jak zachodzi adhezja PNA do kompleksu RNA-PNA?

Co oznacza “o rzad nizszy (tzn. “1 raz nizszy”) na stronie 96?

Rozdzial 5.

Czas symulacji jest znaczaco dtuzszy w przypadku REMD (32x 100 ns) w
poréwnaniu do standardowej symulacji MD (1 x 100 ns). Jak mozna rozpoznaé, ze
REMD jest bardziej wydajna? Co by sie stato, gdyby przeprowadzi¢ 32 x100 ns
(albo 8 x 400 ns) standardowej MD?

Sprawdzenie pola sitowego jest zawsze problemem, generalnie z powodu braku
uzytecznych danych eksperymentalnych, a tu masz garsé odleglosci miedzy
protonami z danych NMR. Jak bardzo tutaj ufasz polu sitowemu?

Odchylenia standardowe na rysunkach 5.7 1 5.8 moga by¢ zastgpione
standardowymi bledami $redniej, ktére wnoszg wiecej informacji, dotyczacych
precyzji wartosci $rednie;j.

Liczba wigzah wodorowych pomiedzy ligandami a RNA Jest zaskakujgco niska,
ponizej 50% (strona 111) — komentarz?

W jaki sposéb ruch A17 dziata jako sygnat (strona 1 13)?
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Jak piersciefi IV wplywa na ruch pierscienia I (rysunek 5.10)? Czy gléwne
skladowe sg podane tylko dla pierScienia I?

Czy NMR moze by¢ wykonane dla zamrozonego roztworu?

Czy liczy sig¢ ksztalt RNA czy sekwencja? Podana jest r6zna informacja, biorgc pod
uwagge strony 117 (ksztalt) i 118 (sekwencja).

Ostateczna ocena.

Ta praca dotyczy waznych biologicznie/biochemicznie probleméw z uzyciem
szerokiego zestawu odpowiednich metod, a wyniki badan sa przedstawione jasno
zarGwno w pracy, jak i w kilku publikacjach w miedzynarodowych czasopismach,
oraz na licznych konferencjach. Podsumowujac, praca wyraznie spelnia kryteria
jako podstawa do nadania stopnia doktora. :



