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Recenzja

pracy doktorskiej magister Eweliny Btaszczyk pod tytutem ,, Poli(A) polimeraza PAPI jako

potencjalne miejsce docelowe dla nowych lekéw przeciwgruzliczych”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska dotyczy bardzo istotnego problemu zdrowia
publicznego i epidemiologicznego jakim jest wzrost zachorowan na catym $wiecie na gruzlice

lekooporng i brak nowych skutecznych lekédw do leczenia.

Gruélica (TB) jest chorobg zakazna, ktéra nadal pozostaje istotnym problem zdrowotny w
skali globalnej. W wielu chorobach zakaznych mozliwe jest zmniejszenie liczby zachorowan
przez stosowanie zapobiegajacych zakazeniu szczepier ochronnych oraz leczenie chorych,
ktérzy sq potencjalnym #rédtem zakazenia dla innych. Szczepienie przeciwko gruzlicy (BCG)
nie chroni przed zakazeniem, zmniejsza jedynie cigzko$¢ przebiegu choroby u dzieci. Dlatego
jedynym obecnie skutecznym érodkiem zwalczania grutlicy jest jej wczesne wykrywanie i

skuteczne leczenie

Wedtug danych opublikowanych przez Swiatowq Organizacje Zdrowia (WHO), w 2016 roku
na $wiecie zarejestrowano 10,4 min chorych na gruzlice w tym 56% przypadkow stanowili
chorzy z Indii, indonezji, Chin, Filipin oraz Pakistanu. W 2016 roku z powodu TB zmarto okolo

1,8 min chorych, wérdd ktérych chorzy zakazeni wirusem HIV stanowili 390 000.



W Polsce sytuacja epidemiologiczna gruzlicy od lat ulega poprawie, a wspdtczynnik
zapadalnosci systematycznie spada. Wedtug danych z Krajowego Rejestru Zachorowan na
Grutlicg, w Polsce w 2016 roku odnotowano 6444 zachorowan na TB, co stanowito 0,06% w
skali globalnej. Pomimo znacznej poprawy sytuacji epidemiologicznej, w Polsce wskazniki te
sq nadal nieco wyisze niz w innych w krajach Europy Zachodniej (Niemcy: zapadalno$¢
5,8/100.00 umieralno$¢ 0,32/100.000, Francja zapadalno$¢ 8,8/100.00, umieralnoéé
0,56/100.000, Szwecja zapadalno$¢ 7,2/100.000, umieralnoéé 0,14/100.000).

Gruilica jest choroba wyleczalng i mozna zapobiegaé jej rozprzestrzenianiu sie stosujgc
odpowiednie metody diagnostyczne oraz wtasciwg antybiotykoterapie. Jednak najwiekszym
zagrozeniem w realizacji programéw zwalczania gruzlicy jest zjawisko wielolekoopornosci
pratkow. Szczeg6lne znaczenie ma tu opornoéé¢ typu MDR (ang. multidrug resistant)
definiowana jest jako oporno$¢ na co najmniej izoniazyd i ryfampicyne, czyli dwa
najskuteczniejsze leki przeciwpratkowe. Coraz czgéciej szczepy MDR nabywajg opornoéci na
dodatkowe leki przeciwpratkowe i osiagaja postaé pre-XDR (ang. pre-extensively drug
resistant) oraz XDR (ang. extensively drug resistant). Opornosé¢ typu pre-XDR okreélana jest
jako oporno$¢ MDR w potaczeniu z opornoscig na fluorochinolony lub co najmniej jeden z
lekéw podawanych parenteralnie, natomiast XDR jako opornoé¢ MDR z jednoczesng
opornoscig na fluorochinolony i przynajmniej jeden z lekéw podawanych iniekcyjnie

(amikacyna lub kapreomycyna, lub kanamycyna).

Obecnie na catym $wiecie, obserwuje sie wyrazny wzrost czestosci wystepowania i udziatu
chorych z gruilica MDR. W 2016 roku zarejestrowano 580 000 przypadkéw gruilicy
wywotanej pratkami opornymi na co najmniej izoniazyd i ryfampicyne czyli o 100 000 wiecej
niz w roku 2015. Wedtug raportu WHO chorzy z gruilicag XDR stanowili 9,7% wszystkich
chorych z lekoopornoscia pratkéw MDR-TB. W Polsce w ciggu ostatnich lat réwniez
obserwuje sig wzrost liczby zachorowan na gruzlice MDR TB. W 2016 roku, w Krajowym
Rejestrze Zachorowan na Grutlice zarejestrowano 52 chorych z gruzlica MDR czylio 12% (46

chorych) wigcej niz w roku 2015 i 0 67% (21 chorych) wiecej niz w roku 2014,

Grutlica lekowrazliwa jest chorobg wyleczalng w standardowym czasie szesciu miesiecy.

Natomiast leczenie gruilicy wielolekoopornej wymaga bardzo czesto dwdch i wiecej lat, a

wyleczenie uzyskuje sie zaledwie u 52% chorych nowo wykrytych i 29% u chorych wczesniej
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leczonych. Poza niepowodzeniami leczenia wskaznik $miertelnosci jest réwniez wysoki.
Leczenie gruzlicy wywotanej pratkami MDR i XDR jest okoto 100 razy drozsze i duzo bardziej
toksyczne dla chorych niz leczenie gruzlicy lekowrazliwej. Leczenie gruzlicy wielolekoopornej
wymaga stosowania wielu lekow dodatkowych bardziej toksycznych, o stabszej aktywnosci
przeciwprgtkowej i w diuiszym czasie. Wzrastajagca na $wiecie liczba chory z gruilica
wielolekooprng spowodowata koniecznos¢ poszukiwania nowych lekéw przeciwpratkowych,

ktére umozliwityby jej skuteczne leczenie.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska dotyczy bardzo istotnego problemu jakim jest
poszukiwanie nowych miejsc docelowych dla lekdw przeciwpratkowych. Pani mgr Ewelina
Bfaszczyk przeprowadzita kompleksowg analize molekularng enzymu poli(A) polimerazy

(PAPI) jako miejsca docelowego dla potencjalnych lekéw przeciwpratkowych.

Wybdr tematu pracy przez Doktorantke nalezy ocenié, jako zasadny naukowo i pozadany ze
wzgledu na aplikacyjny charakter wynikdw, ktére dotycza poszukiwania nowych lekéw
przeciwpratkowych w leczeniu gruilicy w tym réwniez wielolekoopornej MDRTB i XDR TB.
Badania wykonane przez Doktorantke doskonale wpisuja sie w gtéwny nurt badan Pracowni
Genetyki i Fizjologii Mycobacterium Instytutu Biologii Medycznej PAN w todzi pod
kierunkiem Prof. dr hab. Jarostawa Dziadka wybitnego znawcy zagadnienn dotyczacych
fizjologii i genetyki pratkéw, co z géry gwarantowato wniesienie znacznego wkiadu wiedzy w

zaplanowanych badaniach.

Uktad pracy jest typowy, zawiera wszystkie rozdzialy przyjete zwyczajowo w pracach
doktorskich. We wstepie Autorka opisuje zagadnienia dotyczace epidemiologii gruilicy
wielolekoopornej w tym MDRTB i XDR TB, mechanizmy nabywania lekoopornoséci pratkéw
miejsce dziatania na komdrke pratkdw lekéw | i Il linii. Nowe leki przeciwpratkowe bedgce w
roznych fazach badan klinicznych i ich potencjalne miejsce dziatania na komorke pratkow
oraz zagadnienia dotyczace procesu poliadenylacji u Prokariota, aktualny stan wiedzy na
temat tego procesu u Mycobacterium oraz proceséw naprawczych DNA u Mpycobacterium

tuberculosis.

~Cheiatabym podkresli¢, ze wprowadzenie napisane jest przez Doktorantke w sposéb zwiezty,

mimo ze zakres tematyczny wstepu jest bardzo szeroki.



W pracy doktorskiej mgr Eweliny Btaszczyk gtéwnym celem byta ocena za pomocy badan
molekularnych potencjalnego miejsca docelowego dla nowych lekéw przeciwpratkowych
jakim moze by¢ mykobakteryjne biatko PAPI kodowane przez gen penA. Cel ten realizowano
poprzez okredlenie koniecznosci obecnodci genu pcnA w  szczepie Mycobacterium
tuberculosis i szybkorosngcym szczepie Mycobacterium smegmatis, zbadanie aktywnosci
enzymatycznej biatka w warunkach in vitro, identyfikacje inhibitoréw hamujacych aktywnosé
poli(A) adenylazy PAPI in vitro oraz wewnatrz komérek pratkow, badano réwniez potencjalna

rolg biatka PAPI w procesach naprawy DNA u pratkéw.

Cele pracy zostaty sformutowane w sposéb przejrzysty i jasno wytyczajg kierunek

prowadzenia badan.

Miejsca docelowe dla nowych lekéw przeciwpratkowych powinny by¢ unikalne dla
organizmow prokariotycznych, niezbedne dla przezycia komorki przynajmniej w warunkach
infekcji a ostabiona zywotnoé¢ pratkéw powinna by¢ obserwowana nawet w warunkach
inaktywacji tylko czesci czgsteczek w komérkach bakterii. W badaniach przesiewowych z
wykorzystaniem mutagenezy transpozonowej gen pcnA pratkdw gruflicy zaklasyfikowano
jako potencjalnie niezbedny dla przezycia pratkéw w warunkach in vitro. Doktorantka w
sposdb precyzyjny, systemetyczny i dobrze zaplanowany weryfikuje niezbedno$¢ badanego
genu zaréwno u pratkéw gruilicy jak i u modelowego, szybkorosngcego szczepu M.
smegmatis. Weryfikacja ta zostata przeprowadzona z wykorzystaniem metody opartej na
procesie homologicznej rekombinacji. Doktorantka nie tylko wykazata, ze funkcjonalny gen
pcnA nie moze zosta¢ zastgpiony genem niefunkcjonalnym, ale réwniez udowodnita
eksperymentalnie, ze proces ten jest mozliwy po wprowadzeniu do chromosomalnego DNA
dodatkowej, funkcjonalnej kopii genu znajdujgcej sie pod kontrolg wiasnego lub chemicznie
regulowanego promotora. Dodatkowym potwierdzeniem niezbgdnoéci genu pcnA u
mykobakterii byta préba usuniecia dodatkowej, funkcjonalnej kopii genu, po inaktywacji
genu natywnego, w procesie miejscowo specyficznej rekombinacji, zachodzagcym w
komérkach pratkéw z wysoka czgstoscia. W przeprowadzonym cyklu dodwiadczen

Doktorantka nie tylko wykazata ponad wszelky watpliwos¢, ze zaréwno pratki gruzlicy jak i

pratki-saprofityczne M. smegmatis nie przezywaja bez funkcjonalnego genu pcnA ale takie



uzyskata niezwykle cenne ,narzedzie genetyczne” w postaci warunkowego mutanta M.

smegmatis z regulowanym poziomem syntezy biatka PAPI.

Dane literaturowe wskazuja, ze biatko PAPI nie wystepuje w proteomie Bacillus subtilis a u
E. coli kodujacy gen moie zosta¢ inaktywowany bez znaczacego wptywu na przezywalnosé
bakterii, w tym kontekécie chciatabym poznaé przemysélenia Doktorantki dotyczace

mechanizméw wptywajacych na niezbednosé genu pcnA u mykobakterii.

Analiza densytometryczna hodowli wykazata, ze rekombinowany, warunkowy mutant M.
smegmatis charakteryzowat sie obnizonym poziomem biatka PAPI o okoto 50% w stosunku
do szczepu dzikiego. Analiza morfologii komadrek i kolonii mutanta w poréwnaniu do szczepu
dzikiego na pozywkach statych i ptynnych wykazata nieznaczne wydtuzenie komérek i Zmiany
w morfologii kolonii. Zaobserwowano, ie obnizenie poziomu biata PAPI spowodowato
spowolnienie wzrostu mutanta w poréwnaniu do szczepu dzikiego wytgcznie na pozywkach o

niskiej zawartosci sktadnikow odzywczych (pozywkach M9 z 0,2% glukozg).

Mam pytanie do Doktorantki, dlaczego nie stwierdzono réinic we wzroécie mutanta i
szczepu dzikiego Mycobacterium smegmatis na pozywkach wzbogaconych? Jaki wedtug

Doktorantki jest mechanizm tego zjawiska?

W oparciu o opracowany przez Doktorantke w pracy test enzymatyczny badania aktywnosci
biatka PAPI zbadano jego aktywnoé¢ poliadenylazy w obecnosci inhibitoréw innych polimeraz
takich jak rifampicyna, doksorubicyna, suramina, thiolutin, kordicepin. Dziatanie hamujace
tych zwigzkéw badano réwniez w stosunku do komérek szczepu dzikiego i mutanta
Mycobacterium smegmatis o obnizonym poziomie biatka PAPI. Test enzymatyczny oraz
zwigkszona wrazliwo$¢ szczepu mutanta wskazata na dziatanie badanych inhibitoréw (z
wyjatkiem suraminy) na aktywnos¢ biatka PAPI in vitro oraz w komérkach bakterii. Wyniki
badan uzyskane przez Doktorantke wskazuja, ze opracowany w pracy test enzymatyczny
oraz rekombinowany szczep M. smegmatis moga byé stosowane w poszukiwaniu nowych
inhibitoréw biatka PAPI z wykorzystaniem bibliotek zwigzkéw chemicznych. Opracowana
przez Doktorantke metoda jest szybka w wykonaniu, nie wymaga zastosowania
specjalistycznego sprzetuoraz pracowni izotopowej a jednoczeénie zapewnia wysokg czutosé

oznaczen.



Ponadto, stwierdzono, ze zwigzki o aktywnosci inhibitorowej w stosunku do biatka PAPI
powodowaty zahamowanie wzrostu Mycobacterium tubercufosis. Analiza wartoéci MIC w
testach in vitro i in vivo oraz dane literaturowe wskazujg jednak, ze poli(A) polimeraza w

komoérkach pratkéw nie jest jedynym miejsce docelowym dla badanych inhibitoréw.

Mam nadziejg, ze rozpoczete przez Doktorantke badania beda dalej kontynuowane i w
najblizszym czasie poznamy mechanizmy jakie zostaja uruchomione w komérkach pratkéw

po inaktywacji biatka PAPI i i jego roli w procesach naprawy DNA

Mam pytanie czy wyniki tych badah moga mieé bezposrednie przetozenie na pratki bedace

w fazie latentnego zakazenia?
Cele pracy zostaty zrealizowane i podsumowane w 3 dobrze zredagowanych wnioskach.

W rozdziale ,Materialy i Metody” Doktorantka zapoznaje czytelnika z zastosowang
metodologig badan. Rozdziat ten napisany jest w sposéb jasny i szczegotowy umoiliwiajacy

powtorzenie opisanych metod molekularnych przez innego badacza.

Dyskusja wynikéw zawarta jest w 16 stronnicowym omdwieniu. Doktorantka w sposob
dojrzaty odnosi wiasne wyniki do badar innych autoréw. Prace mgr Eweliny Btaszczyk koriczy
bardzo bogaty spis cytowanego pi§émiennictwa (247 pozycji). Jest to nowe, wartosciowe,
dobrze wybrane pi$miennictwo, pochodzace gtéwnie z ostatnich lat. Jako Recenzent chce

podkresli¢ duzg starannos¢ w przygotowaniu pracy.

W posumowaniu oceny pracy doktorskiej pragne podkreéli¢, iz stanowi ona oryginalny
dorobek naukowy Doktorantki. Jest dowodem jej pracowitosci, umiejetnosci planowania i
realizowania badan naukowych. Poza tym chciatabym podkredli¢, ze jest to pierwsza
analiza molekularna roli biatka PAPI jako nowego celu dla lekdw przeciwpratkowych i
proba oceny jego znaczenia dla funkcjonalnoéci komérki Mycobacterium.

Przed przygotowaniem przez Doktorantke pracy do druku proponuje wprowadzenie kilku
zmian merytorycznych i redakcyjnych.

Wstep

Str-19 nie- ma modelu-zwierzecego gruslicy 7

Str 20 u wielu gatunkdw, a u niektérych biologia postuguje sig jezykiem precyzyjnym



Str, 23 sygnaling komérkowy - Prosze Autorke o wyjasnienie uzycia tego terminu

Str. 28 9 wiersz od dotu Nie rozumie tego opisu Centralna cze$é

Str. 31 biatka konserwowane w szczepach klinicznych MTB??

Materiaty

Str. 47 co to sg substancje nieantybiotyczne ?

Whnioski

Moim zdaniem we wniosku 1 brakuje okreslenia do czego jest niezbedne biato PAPI dla
pratkow

Drobiazgowe uwagi recenzenta, ktdre przekazatam osobisécie Doktorantce nie umniejszajg

wartosci pracy.

Majgc na uwadze bardzo zaawansowany warsztat pracy Doktorantki z zakresu biologii
molekularnej, swobode z jaka postuguje sie nowoczesnymi technikami oraz unikalne i
oryginalne w skali swiatowe] wyniki badar naukowych stwierdzam, ze przedstawiona mi do
recenzji Rozprawa Doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i

tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 r z p6zniejszymi zmianami.
Gratulujac Doktorantce i Promotorowi zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i
Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego o dopuszczenie Pani mgr Eweliny Btaszczyk

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage wysoka warto$¢ merytoryczng Rozprawy wnioskuje o jej wyrdznienie.

a Augustynowicz-Kopeé




