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,,Poli(A) polimeraza PAPI jako potencjalne miejsce docelowe dla nowych

lekow przeciwgruzliczych”
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Eksperci Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) oceniajg, ze Mycobacterium
tuberculosis zabija rocznie ponad milion oséb. Gruzlica wywotana przez pratki wrazliwe na
leki jest chorobg w peni uleczalng, jednak narastajgcym problemem sg pratki gruzlicy
oporne na leki, wielolekooporne, badz o rozszerzonej opornosci, ktérych eradykacja jest
niezwykle dtugim, kosztownym a czesto nieskutecznym procesem. Diugi okres terapii,
koniecznoé¢ codziennego przyjmowania oraz brak skutecznych lekow do zwalczania

~gruZlicy wskazuje na potrzebe poszukiwania nowych, skutecznych tuberkulostatykéw,
ktére pozwolityby na skrdécenie terapii gruzlicy lekowrazliwej oraz umozliwity eradykacje

szczepow wielolekoopornych. Ograniczona liczba miejsc docelowych w komarkach
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pratkow gruzlicy rozpoznawanych przez stosowane obecnie leki przeciwprgtkowe
wskazuje na konieczno$¢ poszukiwania alternatywnych tarcz molekularnych dla lekow
przeciwpratkowych nowej generacji. Nowych miejsc docelowych dla potencjalnych lekdéw
przeciwprgtkowych nalezy poszukiwaé wsréd biatek niezbednych dla przezycia

M. tuberculosis w warunkach in vitro i/lub w zakaZzonym organizmie.

Mycobacterium tuberculosis to najgrozniejszy bakteryjny patogen cztowieka
odpowiedzialny w skali globalnej za 1,5 min przypadkow $miertelnych kazdego roku.
Z drugiej strony gruzlica wywotana przez lekowrazliwe szczepy M. tuberculosis jest
chorobg w petni uleczalng cho¢ wymagajgcg przeprowadzenia az szeéciomiesigecznej
terapii z rownoczesnym stosowaniem 2-4 lekéw przeciwpratkowych. Leki przeciwgruzlicze
nowej generacji powinny dziata¢ na unikalne miejsca docelowe w komérce bakterii aby
madc skutecznie eliminowa¢ szczepy oporne na obechie stosowane tuberkulostatyki.
Optymalne miejsca docelowe dla lekow powinny by¢ niezbedne do wzrostu bakterii
w warunkach in vitro lub przynajmniej do ich przezycia podczas zakazenia. Optymalna
tarcza docelowa dla lekow nie moze miec¢ swoich strukturalnych homologéw w komérkach
gospodarza, powinna posiada¢ potencjalne miejsca wigzania badz oddziatywania
z malymi czagsteczkami, innymi  biatkami czy tez przeciwcialtami wykorzystywanymi
w terapii. Efekt bakteriobojczy lub bakteriostatyczny powinien by¢ widoczny juz przy
czesciowym obnizeniu stezenia docelowej molekuty w komérce bakterii. Dobrym celem dla
nowych lekéw przeciwbakteryjnych mogg by¢ biatka o charakterze mutatorowym, ktérych
inaktywacja prowadzi do obnizenia czestosci wystepowania mutacji spontanicznych
w genomie pratkow, co moze prowadzic do obnizenia ich zdolnosci do nabywania
lekoopornosci. Leki skutecznie inaktywujgce biatka mutatorowe mogtyby by¢ podawane

wraz z podstawowymi chemioterapeutykami.

Wsréd genow wskazywanych jako niezbedne do wzrostu pragtkéw gruzlicy,

zidentyfikowanych w badaniach przesiewowych z wykorzystaniem mutagenezy

transpozonowej, znalazt sie gen pcnA kodujgcy homolog biatka poli(A) polimerazy (PAPI)

z E. coli. Poliadenylaza PAPI odpowiedzialna jest za synteze sekwenciji poli(A) na 3’ koncu
transkryptow zarowno u organizmow prokariotycznych, jak i eukariotycznych. Wskazuje

sie, ze Poli(A) polimeraza uczestniczy w globalnej regulacji poziomu transkryptow
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w komorce. PAPI pratkéw gruzlicy wykazuje 33% identycznosci ze swoim odpowiednikiem
w E. coli. Mykobakteryjne biatko PAPI nie zostato dotychczas scharakteryzowane pod
wzgledem funkcjonalnym. Wykazano natomiast obecno$¢ poliadenylowanych czgsteczek

mRNA u mykobakterii Swiadczgcg o obecnosci biatka, o aktywnosci poli(A) adenylazy.

Narastajacy problem lekoopornosci gruzlicy, identyfikacja pratkéw
wielolekoopornych o rozszerzonej opornosci, a takze catkowicie opornych na dostepne
obecnie tuberkulostatyki, stanowi o koniecznoéci poszukiwania nowych skutecznych
lekow, a takze molekularnych miejsc docelowych w komodrce pratkéw, ktore moglyby
stanowi¢ ,tarcze” dla antybiotykow nowej generacji. W odniesieniu do dostepnych danych
eksperymentalnych gtéwnym celem niniejszej pracy stala sie molekularna ocena
mozliwosci wykorzystania produktu genu pcnhA jako potencjalnego miejsca docelowego dla
nowych lekéw przeciwgruzliczych oraz jego charakterystyka funkcjonalna u mykobakterii.
Gen ten, a takZze kodowany przez niego enzym, nie zostalty jak do tej pory
scharakteryzowane, ani jako potencjalne miejsca docelowe dla nowych lekéw, ani pod
katem funkcjonalnym. Nalezy podkreslic, ze tematyka badan jest unikalna w skali
Swiatowej, a zrozumienie mechanizmu dziatania poli(A) polimerazy ma zasadnicze
znaczenie dla dalszego rozwoju tego kierunku badan. Jest wysoce prawdopodobne,
ze zapoczgtkowane w pracy nowatorskie badania mogg stanowic¢ punkt wyjscia do badan

in vivo oraz badan klinicznych.

Realizacja celu pracy nastagpita poprzez ocene niezbednosci PAPlI w komdérkach
pratkow oraz uzyskanie warunkowego mutanta M. smegmatis charakteryzujgcego sie
obnizong ekspresja biatka PAPIl. Ponadto, uzyskano rekombinowane biatko PAPI
i opracowano test enzymatyczny pozwalajgcy na ocene jego aktywnosci, réwniez
w obecnosci potencjalnych inhibitorow. Zaréwno w komdrkach bakteryjnych, jak
i w warunkach in vitro, wykazano bezposrednie interakcje biatka PAPI z biatkami systemu
naprawy DNA poprzez tgczenie niehomologicznych koncéw (NHEJ) oraz zmapowano

miejsca wigzania pomiedzy badanymi biatkami. Ponadto wykazano zdolno$é wigzania

mykobakteryjnego biatka PAPI do jedno- i dwuniciowego DNA oraz do tworzenia

kompleksow PAPI z biatkiem Ku na podwdjnej nici DNA. Analizy mutanta M. smegmatis

charakteryzujgcego sie obnizonym poziomem ekspresji biatka PAPI wykazaty jego
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zwigkszong wrazliwos¢ na wybrane czynniki mutagenne, takie jak: promieniowanie UV,

chlorowodorek  hydroksyloaminy oraz  mitomycyna C. Prosze Doktorantke

o charakterystyke mechanizmu naprawy peknie¢ dwuniciowych DNA z uwzglednieniem

naprawy NHEJ oraz HRR. Jakie znaczenie dla procesu regulacji cyklu komérkowego ma

naprawa peknie¢ dwuniciowych, w odniesieniu do efektywnosci terapii z zastosowaniem

lekow genotoksycznych.

Uzyskane w trakcie realizacji niniejszej pracy doktorskiej wyniki wskazuja,
iz mykobakteryjne biatko PAP| posiada aktywnos¢ poli(A) polimerazy, jest niezbedne do
wzrostu mykobakterii w warunkach in vitro i moze by¢ rozwazane jako miejsce docelowe
dla nowych lekow przeciwpratkowych. Opracowany test aktywnosci poliadenylazy in vitro,
oraz uzyskany rekombinowany szczep M. smegmatis o obnizonym poziomie ekspresji
biatka PAPI, stanowig model genetyczny do weryfikacji potencjalnych inhibitoréw
mykobakteryjnej poli(A) polimerazy. Uzyskane wyniki wskazujg rowniez na

zaangazowanie biatka PAPI w procesach naprawy DNA u pratkow. Zbadanie wrazliwosci

pratkow na obniZzenie poziomu biatka PAPl w komorce wymagato konstrukcji mutanta

posiadajaceqo obnizony poziom biatka PAPIl. Prosze o odpowiedZz na pvtanie, jak

w warunkach naturalnych in vivo requlowana jest aktywnosc poli(ADP) polimerazy.

U Mpycobacterium system naprawy NER, zaangazowany jest w usuwanie
uszkodzen, z odksztatconej struktury podwdéjnej helisy DNA, powstalych na skutek
promieniowania UV lub przez dziatanie takich mutagenéw jak MMC. Wykazano,
ze mutanty M. smegmatis pozbawione funkcjonalnych genéw uvrB i uvrD sg nadwrazliwe
na ekspozycie na sSwiatto UV oraz na MMC. Mutanty mykobakterii pozbawione
funkcjonainych genow polA (M. smegmatis), uvrB (M. smegmatis, M. tuberculosis) oraz
uvrD (M. smegmalis) charakteryzowaly sie zwiekszong wrazliwoscig na promieniowanie
UV. Ponadto, mutanty AuvrB M. smegmatis i/lub M. tuberculosis wykazywaty wrazliwosé
na reaktywne formy tlenu lub azotu. Naprawa DNA poprzez wycinanie zasad (BER)

u mykobakterii indukowana jest w wyniku uszkodzen oksydacyjnych, alkilacji czy metylacji

zasad. Mutanty M. smegmatis pozbawione endonukleaz systemu BER wykazujg
wrazliwos¢ na H,0O,. Nalezy réwniez pamietac, ze niektére z zastosowanych mutagendw
majg dziatanie plejotropowe prowadzace do powstania réznych typéw uszkodzen.
Zaklad Chemii i Biochemii Klinicznej

Migdzywydziatowa Katedra Chemii i Biochemii Medycznej,
Uniwersytet Medyczny w f.odzi, ul. Mazowiecka 6/8, 92-215 Lodz

Kierownik Zaktadu i Katedry: Prof. dr hab. n. med. Ireneusz Majsterek
tel. +48 42 272 56 96, e-mail: irencusz.majsterck@umed.lodz.pl



Chemli

UNIWERSYTF1
MEDYCZNY
W EODZ

e
Medyciny

Mitomycyna C, oprécz wiasciwosci alkilujgcych, jest zwigzkiem generujgcym
wewnatrzniciowe i migdzyniciowe potgczenia (DNA cross-links), a takze pojedyncze
i podwojne peknigcia DNA. Z zastosowaniem odpowiednich mutantéw M. smegmatis
wykazano, ze w naprawie uszkodzeri wywotanych MMC uczestniczg procesy zalezne od
obecnosci biatka RecA. Szczep M. tuberculosis pozbawiony zdolnosci do syntezy biatka
RecA, niezbgdnego w naprawie podwaojnych peknigé DNA poprzez HRR oraz w globalnej
odpowiedzi komorki na uszkodzenia DNA typu SOS, byt 50-krotnie wrazliwszy na

promieniowanie UV w poréwnaniu do szczepu kontrolnego.

W zrozumieniu roli PAPI w procesach naprawy DNA mozZe byé pomocne zbadanie
aktywno$ci tego enzymu w warunkach in vitro na matrycy DNA, ktdérej wigzanie
obserwowano w niniejszej pracy doktorskiej. W najblizszym czasie planowane jest
wykonanie takiego doswiadczenia z wykorzystaniem testu opracowanego dla badania
aktywnosci  poli(A) polimerazy oraz réznorodnych czasteczek DNA jako matrycy.
Uzyskane w pracy wyniki sg bardzo istotne ze wzgledu na mozliwosci ich bezposredniego
zastosowania w wypracowanym modelu do analizy aktywno$ci poli(A) polimerazy, nie
tylko w komorkach prokariotycznych, ale réwniez w komoérkach eukariotycznych

z uwzglednieniem komoérek ludzkich. W _tym aspekcie pracy, prosze Doktorantke

0 wyjasnienie_mechanizmu tzw. sprzezonej letalnosci w komérkach z defektem systemu

HRR _wykorzystywanego przy zastosowaniu inhibitoréow naprawy DNA w terapii

przeciwnowotworowej u_ludzi, ktéry w oparciu o _autorski model moze posiadaé istothe

zastosowanie jako nowatorska metoda badawcza o wysokiej uzytecznosci w praktyce

klinicznej.

Poddajac ocenie rozprawe doktorskg mgr Eweliny Blaszczyk nalezy
ze szczegolnym  uwzglednieniem  podkreslic  wartosciowy tematycznie  dorobek
publikacyjny, ktéry odzwierciedla bardzo wysokg aktywno$é oraz dojrzalosé zawodowa
Doktorantki. Potwierdzeniem tego sukcesu sg wyniki uzyskane podczas realizacji pracy

doktorskiej, ktére opublikowane zostaty w renomowanych czasopismach naukowym z listy

JCR, w szczegolnosci: Tuberculosis 2011 (IF 2,933); Journal of Bacteriology 2012, 2014
(IF 3,586) oraz Molecular Microbiology 2015 (IF 3,898). Potwierdza to réwniez prezentacja

wynikow pracy na krajowych i migdzynarodowych konferencjach naukowych. Dlatego,
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chciatbym podkreslié, ze dysertacja Pani mgr Eweliny Blaszczyk stanowi przyktad
doskonatego modelu wspotpracy Pana Prof. Jarostawa Dziadka oraz Doktorantki, ktora
korzystajgc z wieloletniego doswiadczenia oraz bogatego warsztatu naukowego swojego
Promotora osiggneta wymierne efekty, ktére z catg pewnoscig okreslic mozna miarg
sukcesu. Dodatkowym, bardzo waznym wyznaczhikiem wartosci uzyskanych wynikow
i podjetej tematyki pracy doktorskiej jest ich finansowanie w ramach konkursow ze zrodet
zewnetrznych, projekt realizowany byt w ramach migdzynarodowego grantu: ,Badania
mechanizméw molekularnych na styku organizm ludzki — patogen — czynniki srodowiska”
(InterMolMed), finansowanego z programu POIG.01.01.02-10-107/09. Ponadto, wyniki
uzyskane w doktoracie staly si¢ podstawg przyznania w roku 2018 grantu NCN
W programie Opus: "Enzymy metabolizmu RNA, PAP | i PNPaza, jako miejsca docelowe
dla nowych lekéw przeciwpratkowych i ich funkcjonalna charakterystyka:, realizowanego
przez Doktorantke pod opiekg kierownika tego autorskiego projektu Profesora Jarostawa
Dziadka. W podsumowaniu stwierdzam, Zze 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 pézn. zm.). Z przyjemnoséciag przedktadam do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii
i Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu £.0dzkiego w t.odzi wniosek o dopuszczenie Pani mgr
Eweliny Btaszczyk do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz ze wzgledu na wysoki

poziom naukowy tej dysertacji, wnioskuje o wyréznienie recenzowanej pracy doktorskiej.

Z powazaniem,
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