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Przedlozona do recenzji praca doktorska Pani mgr Eweliny Lechowicz pt.: ,Enzymy
zaangazowane w dojrzewanie 3’ konca tRNA u mykobakterii”, zostala wykonana pod opieka
naukowg promotora prof. dr. hab. Jarostawa Dziadka, a zostata wykonana w Pracowni Genetyki
i Fizjologii Mycobacterium Instytutu Biologii Medycznej PAN w Lodzi. Rozprawa doktorska
zostata przedstawiona do recenzji, zgodnie z Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie

Wyzszym i Nauce.

Uktad rozprawy doktorskiej jest typowy dla prac o charakterze do§wiadczalnym. Dysertacja
jest klasycznym opracowaniem liczacym 134 strony. Konstrukcj¢ pracy doktorskiej oparto na 10
gtownych rozdziatach zawierajgcych wstep, cel pracy, szczegdélowo opisane materialy i metody
oraz zastosowane procedury, wyniki badan, ich dyskusje, wnioski, wykaz stosowanych skrétow,
streszczenia w j. polskim i angielskim, spisu rycin i tabel, piSmiennictwa. Poszczegolne rozdzialy
pracy sg logiczne, prawidlowo utozone i stanowig kompleksowa catos¢. Dobér pismiennictwa jest
prawidlowy i obejmuje najwazniejsze pozycje literaturowe z zakresu prowadzonych badan.
W pracy zacytowano 70 publikacji naukowych. Proporcje poszezegdlnych czedci pracy sa
adekwatne do charakteru pracy, auzyskane wyniki zinterpretowano 1 przedyskutowano
prawidlowo. Od strony formalnej praca nie budzi zastrzezen. Tytul pracy koresponduje
z wyznaczonym celem i trescig rozprawy. Wstep stanowi bardzo dobre wprowadzenie w zakres
planowanych badan, nakreslajac w zarysie genezg powstania pracy. Przeglad literatury oparty
o aktualne i wazne publikacje stanowi niezwykle istotny wklad w pracg oraz potwierdza

wiasciwos¢ zaplanowanych badan.

Celem pracy doktorskiej mgr Eweliny Lechowicz bylfa identyfikacja oraz charakterystyka
enzymow uczestniczacych w procesie dojrzewania 3” konca czgsteczek tRNA u mykobakterii. We
wstepie Doktorantka obszernie przedstawia charakterystyke RNA i jego funkcje. Cel pracy zostaly
sformutowany jasno i precyzyjnie, jest bardzo aktualny i ma duze wartosci praktyczne.Kazda
funkcjonalna czgsteczka tRNA zdolna do aminoacylacji odpowiednim aminokwasem musi
zawiera¢ terminalng sekwencje CCA. Analizy baz danych wskazuja, ze u mykobakterii sposrdd 45
zidentyfikowanych rodzajow tRNA tylko 23 geny kodujg tRNA wraz z terminalng sekwencjg CCA.
Wydaje sig, ze proteom mykobakterii musi posiada¢ enzym o aktywnosci nukleotydylotransferazy
tRNA (TNT), znany roéwniez jako enzym dodajacy sekwencj¢ CCA, analiza annotowanych genow u
mykobakterii nie pozwolita jednak na identyfikacje genu kodujacego enzym TNT. Mgr Ewelina

Lechowicz temat pracy zrealizowala poprzez nastgpujace cele czastkowe:
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1. Konstrukcje mutantow M. tuberculosis oraz M. smegmatis z obnizonym poziomem biatka
Rv3907¢ oraz Rv2783c¢ z zastosowaniem technologii CRISPR/Cas9.

2. Globalng analize transkryptomiczng mutantéw CRISPR/Cas9 z obnizonym poziomem
ekspresji genow rv3907c¢ oraz rv2783c.

3. Konstrukcje mutantéw M. smegmatis pozbawionych funkcjonalnej kopii gendw
kodujgcych odpowiednio: RNaze¢ PH, RNaze T, Rnaze D, RNazg Z1 i RNaze Z2 oraz mutantow
wielokrotnych (pozbawionych dwdch, trzech i czterech egzonukleaz rodziny DnaQ).

4. Konstrukcje mutantow M. tuberculosis z obnizonym poziomem ekspresji RNaz PH i T
przy uzyciu systemu CRISPR Cas9.

5. Globalng analiz¢ transkryptoméw wybranych mutantéw M. smegmatis pozbawionych
funkcjonalnych egzonukleaz nadrodziny DnaQ.

6. Zbadanie aktywnosci enzymatycznej egzonukleaz DnaQ wobec wybranych substratéw
RNA i DNA.

Czes¢ doswiadczalna pracy obejmuje przedstawione przez Doktorantk¢ materialy i metody
wykorzystane podczas badan. W rozdziale ,,Materialy i metody” Autorka wykazata wykorzystane
szczepy bakterii, aparaturg, zastosowane metody badawcze oraz przebieg badan. W rozdziale
»Wyniki” Doktorantka przedstawia identyfikacje enzymu o aktywnosci nukleotydylotransferazy
tRNA w proteomie mykobakterii metodami in silico, identyfikacj¢ roli biatka CCAmp w komorkach
mykobakterii, Globalna analiza transkryptomiczna mykobakterii z obnizonym poziomem ekspresji
genu CCAwmw, opisuje poszukiwanie enzymow o aktywnosci  egzonukleolitycznej/
endonukleolitycznej zaangazowanych w dojrzewanie 3 konca tRNA u mykobakterii, ocene
aktywnosci badanych enzymdéw M. smegmatis z nadrodziny DnaQ oraz analizg transkryptomiczng

mutantdw nukleaz z nadrodziny DnaQ.

Pierwszy etap eksperymentdéw zaplanowanych w pracy obejmowat identyfikacje enzymu
o aktywnosci nukleotydyloytransferazy tRNA w proteomie mykobakterii. Przeprowadzona analiza
bioinformatyczna wskazywatla, ze enzymem o takiej aktywnosci powinien byé produkt genu
rv3907c. Aby zweryfikowac eksperymentalnie postawiong hipotezg skonstruowano rekombinowane
szczepy M. smegmatis oraz M. tuberculosis charakteryzujgce si¢ obnizonym poziomem enzymow
CCAMtb oraz CCAMsm. Analiza RNA Seq wykazala akumulacje 18 rodzajow tRNA, z 45
wszystkich rodzajow identyfikowanych u M. tuberculosis.. Niedojrzate czgsteczki tRNA, ktore
nagromadzily si¢ po obnizeniu poziomu ekspresji CCAMtb, byly silnie poliadenylowane. Zgodnie

z uzyskanymi wynikami, enzymem, ktéry obok polimerazy poli(A), moze by¢ odpowiedzialny za
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proces poliadenylacji w komorkach bakteryjnych jest PNPaza (nukleotydylotransferaza
polirybonukleotydowa) kodowana przez gpsl. W recenzowanej pracy, w celu zbadania czy za
zjawisko poliadenylacji transkryptow przy niedoborach enzymu CCAMtb u mykobakterii
odpowiada PNPaza, opracowano szczep o obnizonej ekspresji gendéw ccaMtbCas9 oraz
gps1MtbCas9. Metodg sekwencjonowania (RNAseq) potwierdzono, ze zjawisko poliadenylacji
transkryptow koreluje pozytywnie z obnizonym poziomem enzymu CCAMtb w obecnosci
niezaburzonej ekspresji genu gpsl co udokumentowato, Zze za poliadenylacje przy niedoborach

CCAMtb odpowiada enzym PNPaza.

Kolejnym etapem pracy bylo poznanie funkcji egzonukleaz zaangazowanych w dojrzewanie
3’ konica tRNA u mykobakterii. W tym celu skonstruowano szereg pojedynczych i wielokrotnych
mutantow M. smegmatis pozbawionych funkcjonalnych gendéw kodujacych rnPH, rnT, mZ1, mZ2,
D, oraz oczyszczono rekombinowane bialka w systemie heterologicznym E. coli. Ocena
aktywnosci badanych enzymoéw M. smegmatis pozwolita na wnioskowanie, ze u mykobakterii
funkcjonalna egzonukleazg uczestniczacg w procesie dojrzewania 3’ konca tRNA jest RNaza T.
Analiza transkryptomiczna wykazata, ze w przypadku niedoboréw RNaz PH i T dochodzi do
nadprodukcji wielu rodzajow tRNA w komodrkach pratkéw gruzlicy, dodatkowo analiza
transkryptow wykazatla, ze sg one niekompletne i zawierajg wytacznie fragment 5’ cigty w regionie
petli antykodonu. Uzyskane wyniki pozwolily na stwierdzenie, ze Rv3907¢ petni u mykobakterii
kluczowg funkcje nukleotydylotransferazy tRNA, dlatego co niezwykle intersujagce moze by¢

rozpatrywany jako potencjalne miejsce docelowe dla nowych tuberkulostatykow.

Wyniki zaprezentowane w pracy sg przekonujace i szeroko opisane. Swiadcza o rzetelnym
i dokladnym przeprowadzeniu wywodu, ktory umozliwil osiggnigeie postawionego w pracy celu.
W rozdziale ,,Dyskusja” Doktorantka opisata przedstawione w pracy wyniki analiz w konfrontacji
z danymi literaturowymi krajowymi i zagranicznymi. W pracy wykorzystano literatur¢ z dobrych,
recenzowanych anglojezycznych czasopism, traktujgca czgsto temat na podstawie badan
wieloosrodkowych prowadzonych na przestrzeni kilku lat. Wskazuje to na dobre rozeznanie tematu
przez Autorke i potwierdza umiej¢tno$é korzystania z baz danych, co jest niezwykle wazne dla
badacza.

W ocenie merytorycznej realizacji zmierzonych celow pracy nalezy podkresli¢ wysmienicie
zaplanowany oraz przemyslnych proces badawczy, ktory pozwolil na kompleksowe obserwacje,

ktore w znacznym stopniu moga si¢ przystuzyé do projektowania i praktycznego zastosowania
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nowych tuberkulostatykéw. Jednoczesnie nalezy pokreslic, iz przeprowadzone badania s3
wynikiem bezposredniej wspotpracy Doktorantki z promotorem pracy Panem prof. dr. hab.
Jaroslawem Dziadkiem i odzwierciedlaja wysmienity poziom naukowy kierowanej przez Pana
Profesora jednostki naukowej Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycobacterium, Instytutu Biologii
Medycznej PAN w Lodzi, tym bardziej ze temat pracy jest interesujgcy, ale bardzo wymagajgcy.
Do najwazniejszych osiagnie¢ Doktorantki nalezy zaliczy¢ autorskie i nowatorskie wyniki,

w wyniku ktérych realizacja pracy doprowadzita do nastgpujgcych wnioskéw koncowych:

1. Rv3907c jest enzymem o aktywnosci nukleotydolotransferazy tRNA zaangazowanym w

niezbedny proces syntezy terminalnej sekwencji CCA w czasteczkach tRNA u mykobakterii.

2. Zahamowanie mozliwosci syntezy terminalnej sekwencji CCA w czgsteczkach tRNA

u mykobakterii prowadzi do ich poliadenylacji zaleznej od obecno$ci PNPazy.

3. Gléwna, lecz nie niezbgdng egzonukleaza uczestniczacg w procesie dojrzewania

3’ konca-tRNA u pratkow jest RNaza T.

W podsumowaniu nalezy jednoznacznie stwierdzi¢, Ze cel pracy obejmuje jednej
z najwazniejszych kierunkoéw badan w dziedzinie biologii infekcyjnej, jakim jest poszukiwanie
nowych skutecznych lekéw przeciwbakteryjnych. Zjawisko opornosci na antybiotyki wielu
groznych szczepow i gatunkdw bakterii jest obecnie bardzo powaznym problemem wspoiczesne]
mikrobiologii klinicznej. Dlatego, lekoopornos¢ patogennych bakterii jest olbrzymim wyzwaniem
dla wspoélczesnych badan, ktorych celem jest identyfikacja nowych molekularnych celow
ukierunkowanej terapii zakazen. Pratki gruzlicy stanowia szczegdlnie wyzwanie ze wzgledu na
rozpowszechnianie szczepow  ekstremalnie opornych na niemal wszystkie dostepne
tuberkulostatyki. Dodatkowo, zjawisko to jest naturalnie potggowane poprzez zdolno$é tych
bakterii do unikania systemu odpornosciowego gospodarza oraz na mozliwos¢ ich przetrwania w
tkaniach w stanie uspienia metabolicznego. W odniesieniu do otrzymanych wynikéw, chcialbym
zapyta¢ Doktorantk¢ o mozliwoSci praktyeznego wykorzystania zrealizowanych w pracy
celéw, w kierunku projektowania nowych skutecznych tuberkulostatykéw. Jakie dodatkowe
badania nalezy wykonaé, aby potwierdzi¢ ten niezwykle obiecujgcy kierunek rozwoju

celowanych lekéw dla terapii zakazen bakteryjnych?
Recenzowana rozprawa Pani mgr Eweliny Lechowicz ma niewatpliwie wysoki walor
aplikacyjny wynikajacy z aktualnodci poruszanych zagadnien dla mikrobiologii klinicznej

i niewgtpliwie jest przyktadem doskonatego modelu wspotpracy Promotora oraz Doktorantki, ktdra
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korzystajac z wieloletniego oraz bogatego warsztatu naukowego swojego Promotora osiagneta
wymierne efekty, ktore z catg pewnoscig okresli¢ mozna miarg sukcesu. Opiniowana rozprawa
doktorska zastuguje na uznanie, gdyz swiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu merytorycznym
Doktorantki, a jasno okreslone cele badawcze pozwolily na uzyskanie istotnych i wiarygodnych
wynikow.

Reasumujgce stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce, dlatego mam
zaszcezyt 1 przyjemnos¢ przedstawi¢ Komisji Uniwersytetu Lodzkiego ds. stopni naukowych
w dyscyplinie nauki biologiczne wniosek o dopuszczenie Pani mgr Eweliny Lechowicz do dalszych
etapow postepowania doktorskiego.

Ze wzgledu wysoki poziom naukowy, w tym nowatorskie metody badawcze uwzgledniajgce
zastosowanie transkryptomiki, ktére znalazly zastosowanie aplikacyjne pozwalajace na efektywne
projektowanie nowych skutecznych tuberkulostatykow, wnioskujg¢ o wyréznienie recenzowanej
pracy doktorskiej Pani mgr Eweliny Lechowicz wykonanej pod kierunkiem promotora Pana Prof.

Jarostawa Dziadka.

Z powazaniem,
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