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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Lechowicz pod tytulem ,,Enzymy

zaangazowane w dojrzewanie 3’ konca tRNA u mykobakterii”

Recenzowana praca zostala wykonana w Pracowni Genetyki i Fizjologii
Mycobacterium, Instytutu Biologii Medycznej, PAN w Lodzi pod opieka prof. dr hab.
Jarostawa Dziadka. Doktorantka skupita si¢ na ciekawym, mato poznanym zagadnieniu
modyfikacji czgsteczek tRNA. Nalezy wzig¢ pod uwage, ze male czasteczki RNA
zaangazowane sg w istotne mechanizmy regulatorowe o ogromnym znaczeniu dla biologii
bakterii. Regulacja przez mate RNA pomaga bakteriom w adaptacji do niekorzystnych
warunkéw srodowiskowych. Weigz jednak niewiele wiadomo o enzymach zaangazowanych w
modyfikacje RNA u pratkow. Tematyka badan jest zatem ciekawa i nowatorska, a badania tej
grupy bakterii mogg przyczynic si¢ do zrozumienia ich zdolnosci przetrwania niekorzystnych

warunkow, takze takich jakie napotykajg podczas infekcji.
Za najwazniejsze osiggniecia Doktorantki nalezy uznac:

- pokazanie wplywu obnizenia poziomu Rv3907c¢ (zwanego biatkiem CCA) na pule

czgsteczek RNA oraz na zwigkszong poliadenylacje tRNA u M. tuberculosis 1 M. smegmatis,

- okreslenie aktywnosci in vitro wybranych enzymoéw z grupy RNaz oraz efektow

biologicznych ich eliminacji u M. smegmatis i M. tuberculosis,




- okreslenie roli kluczowej RNazy T w dojrzewaniu 3” konca czgsteczek tRNA,

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma klasyczny uklad. Wstep zawiera
staranny opis funkeji niekodujacych czasteczek RNA oraz ich modyfikacji, w tym enzyméw
zaangazowanych w proces dojrzewania RNA ze szczegdlnym uwzglednieniem roznych typow
egzonukleaz. Doceni¢ nalezy szczegdtowe zestawienie dostepnych informacji na temat
bakteryjnych RNaz. Wstgp wzbogacony jest o tabele przedstawiajgcg rozmaitos¢ funkcji
roznych czgsteczek sRNA. Dodatkowymi elementami poprawiajagcym czytelnosé¢ Wstepu
mogtyby by¢ dalsze pomocnicze tabele i rysunki. Na przyklad przedstawione na stronie 10
mechanizmy dziatania malych RNA lub opisany szczegétowo na stronie 14 proces dojrzewania
RNA mogtyby by¢ zilustrowane odpowiednimi rysunkami. Z kolei kompendium wiedzy o
RNazach mogtoby zosta¢ zawarte w tabeli, co utatwitoby usystematyzowanie przedstawionej
wiedzy. Ponadto, w moim odczuciu wyodrgbnienie we Wstepie informacji dotyczacych

pratkéw pomogloby we wprowadzeniu czytelnika do dalszych czesci pracy.

Cel pracy jest syntetycznie ujety, wyodrebniono tez cele czgstkowe. Rozdzial Materiaty
zawiera poprawne zestawienia wykorzystywanych w pracy pozywek, oligonukleotydéw oraz
plazmidow, w oparciu o ktore przygotowane pochodne wektorow wykorzystane do konstrukcji
szczepOw Mycobakterium. Uwazam jednak, ze przydatne byloby gdyby zestawienia szczepow
(Tab 3.1.1) zawieraly réowniez szczepy M. smegmatis i M. tuberculosis uzywane i
skonstruowane w ramach pracy, a nie jedynie szczepy wyjsciowe. Materialy i aparature
wykorzystang w pracy wymieniono w postaci listy. Warto podkresli¢ fakt, ze lista
przygotowanych w ramach pracy konstruktow jest bardzo obszerna, co obrazuje ogromny

naktad pracy Doktorantki.

Rozdzial Metody przedstawia szeroki zakres stosowanych podejs$¢ eksperymentalnych.
Obejmowaty one typowe metody biologii molekularnej, konstrukcje zmodyfikowanych
szczepow bakteryjnych metoda CRISPR- Cas i ich weryfikacje,oraz analizy RNA w tym
sekwencjonowania oraz analizy z wykorzystaniem hybrydyzacji Northern blot. Metody sa
opisane poprawnie. Z obowigzku recenzenta wspomng jednak niewielkich niedociagnigciach,
ktorych mozna si¢ dopatrzy¢ w rozdziale Metody. Nie znalaztam informacji o warunkach
testow aktywnosci nukleolitycznej badanych RNaz. Watpliwosci budzi tez sposob
przedstawienia sposobu klonowania na rys. 4.18, na ktorym nie zaznaczono, po ktorej stronie

genu znajduje si¢ sekwencja kodujaca His-tag. Rys. 4.35 jest tatwiejszy do zrozumienia, ale tez



mogtby by¢ dopracowany, pomocne byloby tez zaznaczenie promotora w pEL28/30 na tym

rysunku.

Wyniki uzyskane w ramach pracy opisano w 6 podrozdziatach. Przedstawiono
kompleksowe analizy z zastosowaniem réznych podej$¢ badawczych. Prace rozpoczeto od
identyfikacji biatka CCA za pomocg analiz bioinformatycznych, nast¢pnie analizowano zmiany
poziomu i sekwencji malych RNA w zmodyfikowanych szczepach M. smegmatis oraz M.
tuberculosis pozbawionych biatka CCA. Cenne jest tutaj uzupetnienie typowych analiz
trankryptomicznych  badaniami matych RNA. Nastepnie poszukujgc  enzymow
odpowiedzialnych za procesowanie tRNA przeprowadzono analizy biochemiczne
potencjalnych RNaz. W tym celu wyizolowano szereg zrekombinowanych biatek i oceniono
ich aktywnos¢ nukleolityczng. Wymagato to niezaleznych optymalizacji warunkow indukcji i
oczyszczania 6 biatek. Analizy aktywnosci RNaz z rodziny DnaQ przeprowadzono z
wykorzystaniem serii starannie zaprojektowanych substratow — matryc oligonukleotydowych.
Badania in vitro uzupetiono poprzez badania zmodyfikowanych szczepow pozbawionych
gendéw kodujgcych biatka z rodziny DnaQ. Niezwykle starannie udokumentowano opis
weryfikacji zmodyfikowanych szczepow. Nastepnie przeprowadzono analizy kinetyki ich
wzrostu, a takze analizy transkryptomiczne oraz bardzo przydatne analizy sekwencji matych
RNA dla szczepéw z obnizonym poziomem RNazy PH i RNAzy T. Uzyskane wyniki sg
ciekawe, nowatorskie i wnosza bardzo wiele do zrozumienia biologii RNA. Szczeg6lng wartos¢
ma potgczenie badan genetycznych i transkryptomicznych oraz badan biochemicznych. Pewne
zastrzezenia mogg dotyczy¢ jedynie niektorych fragmentow opisu wynikéw. Jednym z
mankamentow przedstawienia wynikdéw jest brak jasnosci, ktore ze wspomnianych wynikow
to wyniki wstepne, czy uzupelaniajgce, a ktore zostaty uzyskane w ramach pracy. Dotyczy to
wzmianki o aktywnos$ci in vitro biatka Rv3907, opisu szczepu z delecjg cca 1 gpsi, czy
wzmianki o wzroscie szczepu M. tuberculosis z deplecja RNAzay PH lub T, ktore sg
wspomniane ale nie pokazane. Podobnie nie pokazane zostalo wspomniane na s. 69
zahamowanie wzrostu szczepu z deplecjg CCA. Jesli wyniki te nie stanowig cz¢sci pracy, to
stosowne byloby umieszczenie wzmianki o tym w Wstepie lub Celu pracy, utatwilo by to
znacznie zrozumienia strategii badawczej, alternatywnie mozna by rozwazy¢ ich pokazanie w
postaci suplementu. Dalsze uwagi i sugestie, ktore miatyby na celu poprawienie klarownosci
pracy to zwiekszenie dyscypliny i konsekwencji we wprowadzaniu i stosowaniu nazw
badanych bialek i genow (dotyczy to np. biatka CCA) oraz dopracowanie czytelnosci rysunkow

(np. rys. 5.3.1. opis po angielsku, rys. 5.3.3, niejasny opis $ciezek, rys. 5.3.515.3.6,5.5.6-5.5.13



— zastrzezenia co do czytelnosci opisow, schematdéw substratow, podobnie 5.6.1, 5.6.2 1 5.6.8,
zwlaszcza niejasny jest panel C — ze wzgledu brak konsekwencji w nazwach szczepow).
Ponadto rysunek 5.3.3 trudno odnie$¢ do wezesniejszego rys 5.3.2 — nie wiadomo dlaczego do
weryfikacji wybrane zostaly te wlasnie czasteczki tRNA. W przypadku analizy RNA-seq na
rys 5.6.1, 5.6.2 — nie podano wartosci granicznych zmiany (log FC), natomiast w tabeli 5.6.3, i
5.6.6.1 5.6.7 — podano réznice - wartosci liczbowe, ale nie opisano doktadnie, co oznaczaja
wspomniane liczby. W kilku miejscach wskazany tez bylby bardziej doktadny opis niektorych

wynikéw na przyktad na s. 94 doktadniej mozna by opisa¢ stosowane substraty.

Dyskusja jest dojrzata i ciekawa a jednoczesnie zwigzta. Doktorantka podsumowuje
obserwowane zmiany modyfikacji tRNA w badanych szczepach w oparciu o wykryta
aktywnos¢ nukleolityczng analizowanych enzymow. Doktorantka umiejetnie interpretuje
swoje wyniki w odniesieniu do danych literaturowych. W Dyskusji nie zabrakto propozycji
wyjasnienia obserwowanych zjawisk oraz zaproponowania mechanizméw dziatania badanych
RNaz. Praca zakonczona jest krotkimi, syntetycznymi wnioskami. Rozprawa zostala
przygotowana w oparciu o okoto 70 pozycji literaturowych. Sg to przede wszystkim prace z
ostatnich 10 lat. Dodatkowo praca zawiera wymagane streszczenia w jezyku polskim i
angielskim oraz wykaz skrotow. Warto tez dodaé, ze praca przygotowana jest starannie pod
wzgledem edytorskim (pomijajac wspomniane opisy rysunkéw w rozdziale Wyniki), nie

dostrzegtam istotnych btedow w odsytaczach ani zwrotéw zargonowych.

Pytania, ktore nasunegly si¢ podczas czytania pracy i o ktérych przedyskutowanie w
czasie publicznej obrony chciatbym poprosi¢ Doktorantke to: jak mozna wytlumaczyé brak
bezposredniej zaleznosci pomigdzy czasteczkami tRNA zmienionymi przy deplecji biatka
CCA a obecnoscig CCA w ich sekwencji (co przedstawiong na rys. 5.3.1) oraz jakie moze by¢
wytlumaczenie globalnych zmian transkryptomicznych na skutek eliminacji wybranych RNaz,
jakie mogg by¢ mechanizmy takich zmian? Zaciekawita mnie takze hipoteza zaproponowana
w Dyskusji (s.113), wskazujaca, ze poliadenylacja RNA niekoniecznie musi prowadzi¢ do ich
degradacji lecz raczej akumulacji. Czy Doktorantka mogtaby zaproponowaé doswiadczenie
weryfikujace t¢ hipoteze. Prosze rowniez o wyjasnienie przestanek na podstawie, ktorych

dobrano zestaw substratéw dla analiz RNaz in vitro.

Podsumowujac, pragne podkresli¢, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska
mgr Eweliny Lechowicz w znaczacy sposéb poszerza wiedze na temat procesu dojrzewania
czasteczek tRNA u pratkéw. Jak wspomniano, niezwykle cennym aspektem pracy jest

umiejetne polaczenie badan aktywnosci RNaz in vitro z analizami i funkcji biologicznej



poprzez analizy fenotypowe i transkrypcyjne zmodyfikowanych szczepow M. smegmatis oraz
M. tuberculosis. Uwazam, ze rozprawa mgr Eweliny Lechowicz stanowi oryginalne
rozwiazanie problemu badawczego i jasno wskazuje, ze Doktorantka nabyla wiedze
teoretyczng w tematyce rozprawy oraz umiejetnosci prowadzenia pracy naukowej.
Biorac powyisze pod uwage, potwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Eweliny
Lechowicz spelnia warunki stawiane kandydatom do stopnia doktora, okreslone w
artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U. z 2018, poz. 1668 z p6zn. zm.). Wnosze¢ zatem do Komisji Uniwersytetu ¥.6dzkiego do
spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr Eweliny
Lechowicz do dalszych etap6w postepowania o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie

nauki biologiczne.
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