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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Hanny Kakolewskiej
pt. ,Rola kondensyn SMC i MksB w organizacji chromosomu i cyklu
komorkowym u Mycobacterium smegmatis”

Organizacja  chromosomu  bakteryjnego  jest znacznie  bardziej
skomplikowana niz wydawato sie to jeszcze kilkadziesiat, a nawet kilkanascie lat temu.
Z. drugiej strony, wptywa ona znaczaco na wszystkie procesy zwigzane z funkcjami
DNA w komodrkach bakteryjnych, takich jak replikacja materialu genetycznego,
rekombinacja genetyczna, naprawa DNA, czy tez ekspresja gendéw. Poznanie
szczegotow tej organizacji ma zatem zasadnicze znacznie w zrozumieniu
funkcjonowania  komorek  bakteryjnych. Jesli dotyczy to  organizmoéw
chorobotworczych, to umozliwia dodatkowo poszukiwanie nowych celow
terapeutycznych.

Celem przedtozonej przez Pania mgr Hanne Kakolewska rozprawy
doktorskiej byto poznanie roli kondensyn SMC i MksB w organizacji chromosomu
bakteryjnego oraz ich wptywu na poszczegdlne etapy cyklu komorkowego, w tym na
procesy replikacji, segregacji i rozdziatu potomnych chromosomoéw, u Mycobacterium
smegmatis. Jest to bakteria blisko spokrewniona z chorobotworczymi pratkami, stad
prace prowadzone przez Doktorantk¢ mialy nie tylko wymiar badan podstawowych,
ale takze przejawialy potencjalny aspekt praktyczny. Kondensyny sa biatkami
odpowiedzialnymi za organizacj¢ chromosomalnego DNA. Sa one obecne we

_u“
Katedra Biologii Molekularnej tel. (58) 523 6024 ul. Wita Stwosza 59 -
Wydziat Biologii fax. (58) 523 5501 80-308 Gdarisk
Uniwersytet Gdariski e-mail: grzegorz.wegrzyn@ug.edu.pl www.biology.ug.edu.pl WYDZIAL
BIOLOGII

UNIWERSYTET GDANSKI



G Uniwersytet ? Zwigzek
(& Gdanski Uczelni
Fahrenheita

wszystkich organizmach komoérkowych, co wskazuje na ich duza rol¢ biologiczna.
Wigkszos¢ z nich ma duzg masg czasteczkowa i strukturg domenowa, zas specyficzne
funkcje petnia one jako dimery zwigzane z biatkami pomocniczymi. W chromosomie
M. smegmatis stwierdzono obecnos¢ jednego genu kodujacego kondensyne SMC oraz
dwoch genow kodujgcych biatka MksB. Jednakze rola bialek SMC i MksB w
organizacji chromosomalnego DNA u tej bakterii nie zostata doktadnie poznana. Stad
postawiony cel badan uwazam za wazny i ambitny, warty realizacji w ramach pracy
doktorskiej. Praca Pani mgr Hanny Kakolewskiej zostata wykonana pod opieka Pani
prof. dr hab. Jolanty Zakrzewskiej-Czerwinskiej (promotora) oraz Pani dr Joanny
Hotowki (promotora pomocniczego). Zesp6t ten ma duze doswiadczenie i znakomite
osiggnigcia w zakresie badan nad organizacja i replikacja materiatu genetycznego w
komérkach bakteryjnych. Stworzone zostaty zatem bardzo dobre warunki do realizacji
zakladanych celéw badawczych.

We wstepnej czesci pracy, Pani mgr Hanna Kakolewska opisata
wspdtczesny stan wiedzy o organizacji chromosomoéw bakteryjnych oraz o
kondensynach. Scharakteryzowata takze bakterie M. smegmatis jako model badawczy.
Tak przygotowany rozdziat pt. ,,Wstep” dobrze wprowadza czytelnika w szczegotowe
zagadnienia poruszane w dalszej czesci pracy.

Opis materiatow 1 metod jest ogdlnie poprawny, pozwalajacy na
powtdrzenie procedur eksperymentalnych. Z jednym wyjatkiem (opisanym ponizej w
moich uwagach do pracy) zawiera wszystkie szczegdty niezbedne do zrozumienia
precyzyjnych do$wiadczen opisanych w rozprawie.

W rozdziale ,,Wyniki” opisana jest zasadnicza cze$¢ badan wykonanych
przez Doktorantke. Zaplanowane doswiadczenia wymagaly na poczatek
skonstruowania wielu mutantéw charakteryzujacych si¢ delecjami odpowiednich
genow czy tez obecnoscig sekwencji kodujacych znaczniki  fluorescencyjne w
szczepach reporterowych M. smegmatis. Pozwolito to na analize skutkéw delecji
genow kodujacych poszczegdlne kondensyny, lokalizacje kondensyn w komorce oraz
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ich udziat w badanych procesach komorkowych. Szczegdlnie wazne w
przeprowadzonych badaniach byly analizy z wykorzystaniem zaawansowanych
technik mikroskopowych.

Za najwazniejsze wyniki uzyskane w przedstawionej przez Panig mgr Hanne
Kagkolewska rozprawie uwazam: (1) wykazanie, Zze delecja genu smc nie wplywa
0golng organizacje chromosomu i szybko$¢ wzrostu komorek M. smegmatis, (2)
stwierdzenie, ze delecja tego genu powoduje wydtuzenie ostatnich etapow cyklu
komdrkowego omawianej bakterii, (3) odkrycie, ze biatko MksB towarzyszy
widetkom replikacyjnym podczas syntezy DNA w komorkach M. smegmatis, a takze
(4) pokazanie, ze komorki M. smegmatis pozbawione genu mksB charakteryzuja sie
skroconym cyklem komérkowym i zaburzong dynamika kompleksu replikacyjnego.

Uzyskane wyniki sg dojrzale przedyskutowane w rozdziale pt. ,,Dyskusja”.
Pani mgr Hanna Kakolewska zaproponowata, ze wyniki te mogg Swiadczy¢ o udziale
biatka SMC w koncowych etapach rozdziatu chromosoméw potomnych do dzielgcych
si¢ komorek jak réwniez w procesie rekombinacji homologicznej. Doktorantka
wnioskuje, ze kondensyna MksB moze wplywaé na organizacje fragmentow
chromosomu powstajacych po replikacji poprzez wprowadzanie zmian topologicznych
w DNA chromosomalnym. Wedtug Pani mgr Hanny Kakolewskiej zmiany te utatwiajg
przemieszczanie si¢ widetek replikacyjnych. Za taka hipoteza przemawiajg
obserwacje zmniejszonej ruchliwosci kompleksoéw replikacyjnych w mutantach
pozbawionych genu mksB. Uwazam, ze powyzsze wnioski sa uzasadnione i poparte
uzyskanymi przez Doktorantke wynikami. Sa to wazne stwierdzenia, przyczyniajace
si¢ do lepszego zrozumienia organizacji chromosomu M. smegmatis oraz stanowigce
potwierdzenie rozwigzania przez Panig mgr Hanng Kakolewska problemu naukowego.

Lektura rozprawy doktorskiej Pani mgr Hanny Kakolewskiej nasuneta mi
natomiast kilka pytan oraz uwag, zardéwno natury merytorycznej jak i redakcyjnej,
ktore przedstawiam ponize;j.
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. Doktoranta zdecydowata si¢ przedstawiac legendy do rycin (zwanych w

tej pracy ,,ilustracjami”) nie pod nimi (jak to najczgsciej jest stosowane)
ale powyzej nich. Nie jest to oczywiscie btad, ale skoro takie rozwigzanie
jest nietypowe, chciatbym poprosic¢ o przedstawienie powoddéw takiego
oryginalnego rozwigzania redakcyjnego.

. Pani mgr Hanna Kakolewska uzywa w pracy okreSlenia ,,ekspresja

biatek”. Nie jest to prawidlowe okreslenie — ekspresji ulegaja geny, a
biatka jako produkty ekspresji genéw moga by¢ produkowane czy
syntezowane, ale nie ulegaja ekspres;ji.

. W pracy uzywane jest okreslenie ,,faza wzrostu logarytmicznego”, w

odniesieniu do hodowli bakteryjnych. W rzeczywistosci chodzi o wzrost
wyktadniczy, a nie logartymiczny. Nalezy nadmieni¢, ze Doktorantka w
pracy uzywa takze w innych miejscach okreslenia ,,faza wzrostu
wyktadniczego”, ale stosuje oba terminy tak jakby byly one synonimami,
czym jednak one nie sa.

Na str. 17 czytamy o ,,sekwencjach kodujgcych rybosomalne DNA”.
Takie sekwencje nie istniejg. Oczywiscie istniejg sekwencje DNA
kodujace rybosomalne RNA (te rejony chromosomu znane sa jako
rDNA), ale to nie jest to samo.

. Na str. 27 czytamy o ,,sekwencji dnaA” jako miejscu wigzania biatka

DnaA. To kolejny przyktad nieprecyzyjnej nomenklatury naukowe;.
Nazwa dnaAd oznacza gen kodujacy biatko DnaA, natomiast miejsca
DNA, do ktoérych to biatko wigze si¢ specyficznie zwane sa najczesciej
»DPnaA-box”, albo po prostu ,,sekwencje wigzgce biatko DnaA”.

Na str. 31 Pani mgr Hanna Kakolewska pisze: ,,Biatka IHF pochodzace z
E. coli 1 M. smegmatis nie wykazuja homologii sekwencyjnej ani
strukturalnej”. Na jakiej zatem podstawie sg one w obu przypadkach
klasyfikowane jako THF?
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7. Na ilustracji 5.1. przedstawiono wyniki analiz transkryptomicznych.
Niestety rozdziat pt. ,Materialty i Metody” nie zawiera opisu metod
stosowanych w badaniach transkryptomicznych. Jaka technikg byty
wykonywane te doswiadczenia - analiza mikromacierzy, RNA-seq czy
inng? Jak obliczano wartosci CMP? Jakie byty wartosci referencyjne?
Poprosz¢ o odpowiedzi na te pytania podczas obrony rozprawy
doktorskiej.

8. Na 1ilustracji 5.3.B. przedstawiono wzgledne (relatywne) poziomy
ekspresji genéw kodujacych biatka SMC i MksB w réznych fazach
wzrostu hodowli bakteryjnej. Skoro poziomy sa wzgledne (relatywne), to
muszg by¢ one przedstawione wzgledem jakies wartosci referencyjne;j.
Co na przedstawionym wykresie oznacza wartos¢ przyjeta za 1?

9. Str. 123 —Tabela 6.3. powinna by¢ oznaczona jako ilustracja 6.3.

10. Na ilustracjach Supl. 1 oraz Supl. 2 litery i symbole sa tak mate, ze nie
ma mozliwosci ich analizowania. Problem po czesci rozwiagzuje
dostepnos¢ wersji elektronicznej pracy (ktorg miatem), niemniej nie
widze sensu przedstawiania tego typu ilustracji w postaci drukowane;j.
Znacznie lepszym rozwigzaniem byloby przedstawienie porownania
analizowanych sekwencji na kilku stronach, przy zastosowaniu znacznie
wiekszej czcionki.

Przedstawione uwagi i pytania nie wptywayjg istotnie na moja ogolnie bardzo
pozytywnga ocene uzyskanych w pracy wynikow, wyciagnietych wnioskow i
zaproponowanych hipotez. Maja one charakter dyskusyjny i zachecaja takze do
wymiany pogladéw, nie decydujac jednak o catoSciowym odbiorze oceniane;j
rozprawy.
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W podsumowaniu uwazam, ze Pani mgr Hanna Kakolewska przedstawita
cieckawg i wazng prace naukowg. Wykazata si¢ wiedzg teoretyczng z zakresu
prowadzonych badan oraz umiej¢tnosciami prowadzenia prac naukowych i
rozwigzywania problemow naukowych. Stwierdzam zatem, Zze przedstawiona mi do
recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w odpowiednich przepisach
okreslajacych kryteria jakie muszg spetni¢ kandydaci do stopnia naukowego doktora.
W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Pani mgr Hanny
Kakolewskiej do dalszych etapdéw procedury zmierzajacej do nadania jej stopnia
doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne.

%@l. dr hab. Grzegorz Wegrzyn
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