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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr inz. Eweliny Lechowicz
»ENzymy zaangazowane w dojrzewanie 3’ korica tRNA u mykobakterii”

Zgodnie z dogmatem biologii molekularnej, informacja zawarta w materiale genetycznym
danego organizmu (w postaci DNA lub RNA) zostaje przepisana na sekwencje biatkowg na podstawie
czastek RNA. W proces ten, zwany translacjg, zaangazowane sg trzy rozne rodzaje RNA — mRNA
(niosgcy zakodowang informacje), rRNA (wchodzacy w skiad rybosoméw, czyli duzych kompleksow
molekularnych, w ktérych dochodzi do syntezy biatek) oraz tRNA (czgstek, ktdre dostarczajg do
rybosomow aminokwasy niezbedne do syntezy danego biatka). Czasteczki tRNA petnig wiec kluczowa
role w odkodowywaniu informacji genetycznej, a enzymy biorgce udziatw ich dojrzewaniu sg niezbedne
do ich wiasciwego funkcjonowania. Chodzi tutaj o enzymy biorgce udziat w modyfikowaniu reszt
nukleotydowych (np. enzymy przeksztatcajace urydyne w pseudourydyne lub dihydrourydyne, czy
metylujgce adenozyne lub guanozyne), lecz takze o RNazy, ktére docinajg czsjsteczki tRNA w
odpowiednim miejscu, a takze enzymy dotaczajgce odpowiednie nukleotydy (CCA) do tzw. ramienia
akceptorowego czyli kofica 3’ tRNA. Modyfikacje korica 3’ czgsteczki tRNA s3 o tyle istotne, iz tylko do
prawidlowo dojrzatego korica moze zosta¢ przytaczony odpowiedni aminokwas, w wyniku czego

powstanie tzw. natadowany tRNA biorgcy udziat w translacji.

Mimo, ze do tej pory dosyé dobrze poznano proces dojrzewania tRNA u modelowych bakterii,
np. Escherichia coli, dla wielu patogenéw czlowieka, takich jak pratki gruzlicy, enzymy zaangazowane
w edycje konca 3' tRNA nie byty do tej pory znane. Problem ten jest istotny, poniewaz wiedza na temat
takich enzyméw moze postuzyé do opracowania nowych strategii w zwalczaniu zakazen
spowodowanych przez te grozne bakterie. Badania nad wspomnianymi enzymami bytyby wiec nie tylko
zasadne, ale i wysoce pozadane w dobie wzrastajacej opornosci pratkow na dostepne antybiotyki.

Dlatego, na uznanie zastuguje fakt, iz takie badania zostaly podjete przez Panig mgr Eweline
Lechowicz, ktéra ze cel swojej rozprawy doktorskiej obrata identyfikacje i charakterystyke enzymow
uczestniczacych w dojrzewaniu konca 3' tRNA u mykobakterii. Praca zostala wykonana pod kierunkiem
Pana Profesora dr hab. Jarostawa Dziadka, w Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycobacterium Instytutu

Biologii Medycznej PAN w t.odzi.

Panimgr Lechowicz w swoich badaniach wykonata szereg badan wykorzystujgc techniki in vitro,
in vivo oraz in silico, co jest osiggnieciem imponujacym. W pierwszej kolejnosci zostala przeprowadzona



analiza bicinformatyczna w celu identyfikacji nukleotydylotransferazy tRNA (gen cca) u M. tuberculosis
(Rv3907c) i M. smegmatis, a nastepnie zostaly skenstruowane odpowiednie mutanty w tych szczepach
i przeprowadzono globalng analize transkryptomiczna. Nastepnie Doktorantka postanowita przyjrze¢ sig
RNazom zaangazowanym w przycinanie konca 3' tRNA. W tym celu skonstruowaia mutanty delecyjne
w genach kodujgcych RNaze PH, RNaze T, RNaze D, RNaze Z1 i RNaze Z2 w szczepach M.
smegmatis. W roznych pozywkach badano wzrost mutantéw niosgcych pojedyncze delecje oraz ich
kombinacje. Nastepnie wykonano globalng analize transkryptomiczna dla szczepdéw M. smegmatis
niosgcych delecje podwojne (w genach dla RNazy PH i T) lub poczwérne (w genach dla RNazy PH, T,
Z1iD); oraz dla szczepow M. tuberculosis niosacych pojedyncze delecje w genach dla RNazy PH lub
RNazy T. Dodatkowo, sklonowano geny M. smegmatis kodujace RNaze PH, RNaze T, RNaze D, RNazeg
Z1 i RNaze Z2, a nastepnie dokonano ich nadekspresji w komérkach E. coli. Oczyszczone biatka
wykorzystano do zbadania ich aktywnosci wzgledem réznych substratow DNA i RNA in vitro.

Uwazam, ze cel jaki postawita sobie Doktorantka, tj. okreslenie i scharakteryzowanie enzymow
zaangazowanych w dojrzewanie korica 3’ tRNA u mykobakterii zostat osiggniety, a za najwazniejsze
osiggniecia przedstawionej rozprawy doktorskiej uwazam:

1. Skonstruowanie szczepdw M. tuberculosis i M. smegmatis z deplecjg biatka Cca oraz ich analiza

transkryptomiczna.

2. Sklonowanie, nadekspresja, oczyszczenie, a przede wszystkim scharakteryzowanie pod wzglgdem
biochemicznym RNaz PH, T, D, Z1 i Z2 pochodzacych z M. smegmatis.

3. Zidentyfikowanie RNazy T jako gtowne] RNazy biorgce] udzial w obrébce konca 3' tRNA u

mykobakterii.

Przedstawiona do oceny rozprawa ma klasyczny ukfad i jest podzielona na odpowiednie
rozdzialy. Za spisem tre$ci zostat zamieszczony ,Wykaz skrotdw” (2 strony). Nastepnie w rozdziale
Wstep” (18 stron) zostaty opisane zagadnienia zwigzane z réznymi rodzajami RNA wystepujgcymi w
komarkach bakteryjnych, procesy dojrzewania niekodujgcych czgstek RNA oraz  enzymy
zaangazowane w te procesy. Podrozdziat 1.1 (,Rodzaje RNA w komorce bakteryjne]’), jest niestety
bardzo niespojny i podane sg racze] wyrywkowe fakty. Podano np. informacje na temat okresu
poftrwania mRNA u M. smegmatis (5 min) i M. tuberculosis (9,5 min w logarytmicznej fazie wzrostu),
natomiast okres pottrwania mRNA u £. coli skwitowano stwierdzeniem, ze jest on ,stosunkowo krotki
(str. 8). Prosze doktorantke o doprecyzowanie tego stwierdzenia. W tym samym podrozdziale podano
iz W degradacji RNA uczestniczg takze same czgsteczki RNA, ktére mogg katalizowac proces
odtwarzania czgsteczek RNA (turnover)” (str. 9). Prosze, aby Doktorantka wyjasnita ten proces.

Rowniez informacje zawarte w podrozdziale 1.2 wymagajg doprecyzowania. Wyjasnienia
wymaga stwierdzenie dotyczgce mykobakteryjnych sRNA (str. 10) — ,Niektore z nich sg w duzej ilosci
obecne w zainfekowanych liniach komérkowych i u zakazonych pacjentow, sugerujgc udziat SRNA w
interakcjach na styku patogen-gospodarz”. Co Doktorantka rozumie pod pojeciem wystgpowania w
liniach komérkowych i u pacjentéw? Czy te sSRNA wystepujg w $rodowisku poza cytoplazmatycznym
lub w plynach ustrojowych? Na str. 13 podano za to informacjg, iz ,w ostatnich latach zidentyfikowano



duzg liczbe czgsteczek sRNA". Prosze o doprecyzowanie chogiaz rzedu wielkosci tej liczby. Z kolei
podrozdziat 1.5.1, w ktérym opisano dojrzewanie rRNA wywoluje pewien niedosyt. Doktadnie zostal
opisany proces dojrzewania 5S i 165 rRNA, natomiast zostat pominiety proces dojrzewania 23S rRNA.

Kolejny rozadziai to ,Cel pracy” (1 strona), gdzie w sposdb syntetyczny opisano takze cele
czgstkowe, co utatwia zrozumienie jakie byly kolejne etapy pracy. Korzystajgc z okazji chciatabym
dopyta¢ Doktorantke czy gen rv2783c wspomniany w pierwszym i drugim celu czastkowym to gen
pochodzacy z M. smegmatis bedacy odpowiednikiem rv3907¢c z M. tuberculosis? W catej pracy gen ten
jest wspomniany tylko w tych dwoch miejscach, natomiast w odpowiednich podrozdziatach w Wynikach
mowa jest o genie msmeg_6926.

Nastgpne rozdzialy to ,Materialy” (22 strony) oraz Metody” (16 stron). Ilo$¢ | réznorodnosd
opisanych metod oraz liczba skonstruowanych przez Doktorantke plazmidow (44) sg imponujgce i
pozwalajg mniemac, iz Pani mgr Lechowicz do perfekcji opanowata techniki biologii molekularnej. W
obu rozdziatach zawarto olbrzymig ilo$¢ informacii; by¢ moze z tego powodu niektore istotne kwestie
umknely jednak uwadze Doktorantki. Podano na przykiad producentéw odczynnikdéw i uzywanych
zestawow, pominigto jednak numery katalogowe producenta. W wiekszosci przypadkow ta informacja
moze by¢ zbedna, jednakze w niektorych przypadkach jest to bardzo wazna kwestia dia kogos kto
chciatby powtdrzy¢ doswiadczenia wykonane przez Doktorantke. Nie wiadomo np. jaka RNaza byta
stosowana do usuwania zanieczyszczen RNA z probek DNA (str. 39; podano tylko, ze zostata kupiona
z Sigma-Aldrich); jakie inhibitory proteaz zawierat koktajl, ktéry stosowano przy oczyszczaniu bialek (str.
42; w tym wypadku nie podano nawet producenta); czy tez jakich przeciwcial drugorzedowych uzyto w
technice Western-blot (str. 45). Pominieto takze kwestie sktadu buforow, ktére postuzyly do
doczyszczania biatek za pomoca filtracji zelowej (str. 55).

Bardzo zaciekawit mnie natomiast schemat przedstawiony na Rycinie 4.25, w zamysle
opisujacy metodg poszukiwania mutantow SCO (single cross-over} i DCO (double cross-over). Nie
zawiera on jednak zadnych opiséw, prositabym zatem Doktorantke o wyjasnienie, w jaki sposob
powstajg mutanty DCO? W pierwszej czesci pokazano powstawanie mutantéw SCO. ktére identyfikuje
si¢ jako biate kolonie na plytkach zawierajgcych X-gal. Nastepnie zaé do czynienia mamy z seryjnymi
rozcienczeniami i poszukuje sig niebieskich kolonii. Czy hodowle nalezy prowadzi¢ w jakich$
zdefiniowanych warunkach? Czy DCO w jaki$ sposob sztucznie sie indukuje, czy moze jest to proces

spontaniczny?

Cheiatabym zwrécié rowniez uwage na biad, ktory sie wikradtw rownanie stuzgce do interpretacji
wynikow qRT-PCR (metoda komparatywna) (str. 63). Podano wzér R=2-AACt, gdy oczywistym wydaje
sig, iz chodzi o R=2-44% Mozna by to uzna¢, za btgd edytorski, jednakze zastanawia interpretacja R.
Podano: ,Warto$¢ ponizej 1 oznacza, ze poziom ekspresji w szczepie dzikim jest wiekszy niz w szczepie
badanym, i na odwrét w przypadku, gdy warto$é R jest wieksza od 1°. Stosujgc poprawione réwnanie,
interpretacja bylaby odwrotna ~ warto$¢ ponizej 1 oznacza, ze ekspresja w szczepie dzikim jest
mniejsza niz w szczepie badanym. Prosze aby doktorantka ustosunkowala sle do tej uwagi i wyraznie

wskazata w jaki spos6b interpretowata otrzymane wartosci R w podrozdziatach dotyczgcych



uzyskanych wynikéw, gdyz jest to kluczowe do stwierdzenia, czy analiza | wysnute na jej podstawie

wnioski sg poprawne.

Najobszerniejszy podrozdziat przedstawionej rozprawy stanowia ,Wyniki® (46 stron).
Doktorantka w sposdb w duzej mierze poprawny, aczkolwiek miejscami chaotyczny, podjeta sig opisac
olbrzymig ilos¢ danych, ktére otrzymata w wyniku swoich badan. Na poczatku (podrozdziat 5.1) podjeta
zostala analiza bicinformatyczna genomu M. fuberculosis w celu identyfikacji nukleotydylotransferazy
odpowiedzialnej za dotaczanie nukleotydow do koricu 3' fRNA, tak aby powstata sekwencji CCA. Na
rycinie 5.1 przedstawiono porownanie sekwencji dla trzech domen enzymu - domeny
charakterystycznej dla polimeraz B klasy H, domeny wigzgcej RNA, oraz domeny HD. W pierwszych
dwoéch przypadkach, poréwnania dokonano dia gendw pachodzgcych z M. tuberculosis, E. coli, Bacillus
subtilis oraz Homo sapiens. W przypadku domeny HD, zamiast genu pochodzgcego z H. sapiens, do
poréwnania uzyto genu pochodzacego ze Staphylococcus aureus. Prosze Doktorantke o wyjasnienie,
dlaczego poréwnania nie wykonane dla tych samych organizméw w przypadku wszystkich domen.

W kolejnym podrozdziale (5.2) opisano konstrukcje szczepow M. smegmatis i M. tuberculosis z
deplecjg genu cca. Uwazam jednak, ze tytut tego podrozdziatu (,Identyfikacja roli biatka CCAmm W
komorkach mykobakterii’) jest niewtasciwy, gdyz nie przedstawiono tutaj zadnych danych, ktdre tg role
moglyby wskazaé. W pierwszym paragrafie podano jedynie, ze ,przygotowane szczepy (...) zostaly
wykorzystane do analiz wzrostu w warunkach laboratoryjnych, przezywalnosct w obecnoéci czynnikow
mutagennych, a takze dokonano globalnej oceny ich transkryptomu”. Globalna ocena transkryptomu
jest opisana w kolejnym podrozdziale (5.3), natomiast nigdzie nie pokazano danych dotyczgcych
wzrostu czy przezywalnosci w obecnosci mutagendw. Na stronie 69 podano za to, iz ,Efekt
zahamowania wzrostu zaobserwowano takze dla szczepu M. fuberculosis z obnizonym poziomem
CCAmp rosngcym na podiozu, bogatym, mineralnym, w niskim pH a takze w warunkach hipoks;ji®
{(podkreslenie jest moje). Dodano takze informacje, iz wyniki te wchodza w skiad pracy doktorskiej dr E.
Btaszczyk. Rodzi sie zatem pytanie, czy Doktorantka wykonala doswiadczenia zwigzane ze wzrostem
mutantéw deplecyjnych i ich wrazliwo$¢ na substancje mutagenne, lecz przy nattoku otrzymanych
wynikéw i ich opisywaniu dane te zostaly niechcacy pominiete (gdyby je zamieszczono, to wtedy tytut
podrozdziatu bytby uzasadniony), czy moze doswiadczenia te w ogole nie zostaly wykonane?

Jak juz wspomniatam, w kolejnym podrozdziale (5.3) dokonano analizy transkryptomu
szczepdw z deplecjg genu cca. Na stronie 71 zamieszczono informacje, iz wykryto 20 zmian poziomu
ekspresji gendw pomiedzy szczepem dzikim, a szczepem z deplecjg, € z posrdd nich dotyczg
zmienionego poziomu tRNA. Bardzo mnie ciekawi, ktdrych gendw dotyczyty pozostate zmiany? Czy

Doktorantka moze zaproponowac jakg role w ekspresji tych genow odgrywatby enzym Cca?

W kolejnym podrozdziale Pani mgr Lechowicz dokiadnie opisuje konstrukcje mutantow M.
smegmatis niosgcych delecie w genach dla RNaz z rodziny DnaQ {zwanej rowniez DEDD}, a
mianowicie w genach kodujacych RNaze PH, D, T, Z1 i Z2. Szczepy te zostaly wykorzystane do
zbadania wplywu braku jednej lub wiecej RNaz na wzrost komorek M. smegmatis w pozywkach
bogatych (7TH9/OADC) i ubogich (pozywka minimalna z glicerolem lub cholesterolem jako jedyne Zrodia



wegla). Poczyniono tutaj ciekawe obserwacje, ze najbardziej uposledzony wzrost wykazywaty

pojedyncze lub wielokrotne mutanty z delecjg genu dla RNazy T.

W kolejnym etapie pracy, Doktorantka podjeta sie sklonowania, nadekspresji i oczyszczenia
wspomnianych RNaz. Otrzymane biatka postuzyly nastepnie do zbadania ich aktywnosci wzgledem
przykiadowych fragmentow DNA i RNA. Z rozczarowaniem musze jednak stwierdzi¢, ze nigdzie w pracy
nie podano jaki byt skiad mieszanin reakcyjnych, w ktérych badano tg aktywnosé. Zaréwno w
»Metodach” jak i w podrozdziale 5.5 (str. 93) podano jedynie, ze ,Optymalne warunki reakcji takie jak:
stezenie biatka, sktad buforu, temperature i czas inkubacji wyznaczano indywidualnie dla kazdego
enzymu’. Stwierdzenie to niestety nie jest wystarczajgce do tego by moc powtorzy¢ przedstawione
doswiadczenia. By¢ moze Doktorantka chciata unikng¢ nadmiernych opiséw, jednakze dane te mozna
byto zamiesci¢ w jednej tabeli. Chciatabym réwniez zapytac Doktorantke o zastosowane przez nig
substraty DNA i RNA - czy Doktorantka sama je zaprojektowata? Dodatkowo - na jakiej podstawie
wybierano substraty dla kazdej z RNaz (z przedstawionych danych wynika, ze nie wszystkie substraty

stosowano dla kazdej z nich)?

W nastepnym (ostatnim) etapie pracy, Pani mgr Ewelina Lechowicz dokonata analizy
transkryptomicznej szczepow M. smegmatis niosgcych delecje w genach dla RNaz PH i T, oraz
poczwoérnego mutanta z delecjg genow kodujgcych RNaze PH, T, Z1 oraz D (podrozdziat 5.6). Podobne
prace wykonata dla szczepéw M. tubercuiosis niosgcych delecjie w genie dla RNazy PH lub T.
Przedstawiona analiza globalnych transkryptomow jest z pewnoscig poprawna, wydaje sie jednak nieco
powierzchowna i budzi spory niedosyt. Znacznie bardziej szczegblowo przedstawiono analize
transkryptomu dla bibliotek matych RNA, uzyskanych na podstawie catkowitego RNA wyizolowanego

ze wspomnianych szczepow M. tuberculosis.

W tabelach zamieszczonych na Ryc. 5.6.1 i Ryc. 5.6.2 podano np. ile genow ulega zwiekszonej
lub zmniejszonej ekspresiji w kazdym mutancie wzgledem szczepu dzikiego oraz wzgledem siebie, nie
podano jednak zestawienia, ktore sg to geny. Bardzo interesujgce byloby takze poréwnanie krzywych
wzrostu badanych mutantéw w warunkach w jakich pobierano probki do analizy transkryptomicznej.
Niestet,y_, nie poc{ar']o takich danych, a do tego w zadnym miejscu rozprawy nie podano informacji na
temat fego jakié‘ by#yﬁvarunk#hodowli mykobakterii (pozywka, temperatura, faza wzrostu), z ktorych
wyizolowano RNA do analiz transkryptomicznych przedstawionych w podrozdziale 5.6 czy nawet 5.3.

Prosze Doktorantke o podanie tych warunkow.

W rozdziale ,Dyskusja” (6 stron), Pani mgr Lechowicz dojrzale i wystarczajgco obszernie
omowita najwazniejsze uzyskane przez siebie wyniki na tle dostepnych danych literaturowych. Rozdziat
ten jest bardzo uporzadkowany i spojny. Kolejne rozdziaty to ,Wnioski” (1 strona), streszczenia w jezyku
polskim i angielskim (kazde na 2 strony), oraz spis literatury obejmujgcy 70 pozycji bibliograficznych.
Wszystkie z wymienionych podrozdziatéw zostaly przygotowane poprawnie.

Na koniec, z obowigzku recenzenta muszg wspomnie¢ o pewnych niezgrabnosciach

stylistycznych czy innych drobnych niedociggnigciach jakie pojawily sie w pracy. Doktorantka nagminnie



uzywa zargonowych lub niepoprawnych okreslen jak: bakterie ,gramoujemne” (zamiast: Gram ujemne);
enzymy lub reszty ,konserwatywne” (zamiast: konserwowane ewolucyjnie); ,Zliniowanie plazmidu”
(zamiast: zlinearyzowanie); czesto pojawia, sie¢ stwierdzenie, iz w badaniach fizycznie uzywano
,sekwencje” oligonukleotydowe (zamiast: ,fragmenty” oligonukleotydowe); w opisie zeli (np. Ryc. 5.4.1,
5.4.2) zastosowano sformulowanie linia" zamiast ,sciezka’. Ponadto, niepoprawnie podano sktad
buforu TAE (str. 41), a na Ryc. 5.3.1, 6.3.3, 5.3.5 zastosowano oznaczenia PAP lub PAPI wzgledem
stosowanych mutantéw. Jest to bardzo mylace, poniewaz w tekscie opisywane byty wyniki dla mutantéw
W genie cca, a nie genie polimerazy poli(A) (PAP I). Dopiero w rozdziale ,Dyskusja” podano, iz w bazach
danych gen cca byt mylnie zidentyfikowany jako gen kodujacy PAP |imozna sie domysli¢, ze by¢ moze

stad wynika taki podpis na rycinach.

Mozna jednak uznaé, iz te drobne uchybienia nie majg znaczacego wplywu na ogolnie
pozytywny odbiér catej pracy i nie obnizajg jej sporej wartosci merytorycznej. Chcialabym jeszcze raz

podkresli¢, ze Doktorantka wykonata ogrom pracy. a ilo$¢ oraz zakres przeprowadzonych przez nig

doswiadczen sa imponujace. Moje pytania i komentarze w duzej mierze dotyczg prezentacji

przedstawionych wynikéw lub wynikajg z ciekawosci recenzenta.

W podsumowaniu, uwazam, iz przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi znaczacy
wkiad w rozwé]j wiedzy nt. proceséw zachodzacych u mykobakterii, stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu zwigzanego z edycjg i dojrzewaniem konica 3" tRNA u tych organizméw i $wiadczy o
dojrzalosci naukowej Doktorantki. Zaprezentowana zostata ogolna wiedza teoretyczna Pani mgr
Lechowicz w zakresie dyscypliny nauki biologiczne, a sama rozprawa potwierdza Jej umiejetnose

samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Uwazam, ze_rozprawa doktorska Pani mgr Eweliny

Lechowicz spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim (zgodnie z warunkami okreslonymi w Ustawie
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce). Jednoczesnie wnosze do Komisji
Uniwersytetu todzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie

Pani mar Eweliny Lechowicz do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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