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Recenzja rozprawy doktorskiej  

Pani magister Hanny Kąkolewskiej 

„Rola kondensyn SMC i MksB w organizacji chromosomu i cyklu komórkowym  

u Mycobacterium smegmatis" 

 

 

Prawidłowa organizacja materiału genetycznego jest jedną z podstawowych kwestii 

zapewniających odpowiednie upakowanie DNA w ograniczonej objętości komórki, jak i 

udostępnienie informacji zawartej w DNA dla transkrypcji i replikacji. Szczególnie u 

organizmów prokariotycznych, o niewielkich rozmiarach komórki, kondesacja materiału 

genetycznego musi być bardzo precyzyjnie przeprowadzana. Uczestniczy w tym procesie 

szereg białek wiążących DNA, aranżując chromosom na różnych poziomach. Ważną rolę w 

globalnej organizacji chromatyny pełnią kondensyny, grupa białek o dużej masie 

cząsteczkowej i wysokim stopniu homologii struktury pomiędzy różnymi grupami 

organizmów. Wśród kondensyn, poza grupą białek SMC występującą u Eukariota, Archea i 

bakterii, można wyróżnić dwie grupy charakterystyczne dla bakterii: MukB występującą u 

Enterobacteriaceae i MksB, znajdowaną u promieniowców i proteobakterii. Istotna rola, jaką 

białka organizujące chromosom bakteryjny odgrywają w procesach życiowych sprawia, że 

poznanie mechanizmów działania tych białek jest bardzo ważne dla zrozumienia 

funkcjonowania na poziomie molekularnym organizmów żywych. Dlatego cel rozprawy 

doktorskiej Pani mgr Hanny Kąkolewskiej – poznanie działania i roli kondensyn modelowej 

bakterii Mycobacterium smegmatis – jest uzasadniony z naukowej perspektywy badań nad 

organizacją chromosomu bakteryjnego. Pani Kąkolewska pracowała nad tą tematyką w 
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Zakładzie Mikrobiologii Molekularnej Wydziału Biotechnologii Uniwersytetu 

Wrocławskiego, pod opieką promotora Pani prof. dr hab. Jolanty Zakrzewskiej-Czerwińskiej i 

promotora pomocniczego dr Joanny Hołówki, gdzie miała szansę skorzystać ze świetnego 

zaplecza  i doświadczenia naukowego Pań promotor i zespołu, dzięki czemu powstała bardzo 

dobra merytorycznie rozprawa doktorska.  

Rozprawa ma postać klasycznej monografii, 145 stronicowej, przedstawionej w języku 

polskim wraz ze streszczeniem w języku polskim i angielskim. Praca ma układ typowy dla 

opracowań badań eksperymentalnych, i jest podzielona na odpowiednie rozdziały. Dokładny 

spis treści ułatwia nawigowanie w rozprawie. Pierwszy (poza streszczeniami) rozdział 

rozprawy to 20-stronicowy wstęp, zawierający wszystkie niezbędne informacje wprowadzające 

w tematykę badań. Są tam omówione białka biorące udział w organizacji chromosomu 

bakteryjnego, jak i organizm modelowy, który posłużył do badań, czyli M. smegmatis. Dobrze 

i przejrzyście podane informacje są ponadto uzupełnione rycinami ze schematami 

ułatwiającymi zapoznanie się z najważniejszymi faktami. Cel pracy wynika bezpośrednio z 

przedstawionych we wstępie informacji, jest jasny i zrozumiały. Rozdział Materiały i metody 

zawiera szczegółowe dane dotyczące szczepów, konstruktów plazmidowych oraz 

oligonukleotydów stosowanych w pracy jak i podłoży mikrobiologicznych. Dane te są 

przejrzyście przedstawione w odpowiednich tabelach. W dalszej części tego obszernego 

rozdziału opisane są techniki stosowane w rozprawie, podzielone na odpowiednie grupy (jak 

warunki hodowli, techniki prac z białkami czy z E. coli). Na szczególne podkreślenie zasługuje 

sposób przedstawienia etapów tworzenia konstruktów – plazmidowych i szczepów, 

zilustrowane schematami i szczegółowymi opisami. Jest to bardzo pomocne w późniejszym 

zapoznawaniu się z wynikami badań, szczególnie biorąc pod uwagę liczbę konstruktów. 

Kolejny rozdział, Wyniki, jest najobszerniejszy w rozprawie, składa się z 48 stron, prezentuje 

etapy osiągnięcia zamierzone w rozprawie celu. Rozdział ten został podzielony na 4 główne 

części, 1 przedstawiająca wyniki analizy położenia i ekspresji genów kondensyn SMC i MksB 

u M. smegmatis, 2, syntetycznie porównująca sekwencje białek z tych grup u organizmów 

modelowych, 3 i 4 gdzie kolejno szczegółowo zostały przeanalizowane obydwie kondensyny. 

W tym rozdziale zwracają uwagę staranne przygotowane, przeprowadzone, opisane i 

przedstawione graficznie wyniki eksperymentów. Niewątpliwie czyta się ten rozdział z 

przyjemnością, z uwagi na jasno sformułowane myśli. Każdy z podrozdziałów kończy się 

krótką konkluzją, która pozwala na podsumowanie przedstawionych danych, a nowe rozdziały 

zaczynają się krótkim wprowadzeniem i uzasadnieniem przeprowadzenia doświadczeń. W 

sposobie przedstawienia wyników rozprawy widać dojrzałość naukową Doktorantki i 
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swobodne posługiwanie się specjalistyczną terminologią. Rozdział Dyskusja przedstawia 

interpretację wyników rozprawy w kontekście badań innych autorów, oraz tych 

przeprowadzonych przez zespół Pań Promotor – kontekst ten jest poparty cytowaną aktualną 

literaturą z tej dziedziny. Wartą podkreślenia częścią tego rozdziału jest przedyskutowanie 

wyników ze wskazaniem na dalsze perspektywy i możliwości badań, które mogłyby wyjaśnić 

pojawiające się niejasności. W rozprawie zawarte jest krótkie podsumowanie, które zawiera 

bardzo istotną tabelkę porównującą funkcje białka MksB u bakterii modelowych oraz schemat 

cyklu komórkowego u M. smegmatis uwzględniający działanie białek SMC i MksB. Rozprawę 

kończy suplement, zawierający informacje na temat aparatury i sprzętu użytego podczas 

realizacji pracy, jak również ryciny przedstawiające porównanie sekwencji aminokwasowych 

kondensyn, wyniki analiz poprawności konstruktów, fotografie przedstawiające morfologię 

kolonii M. smegmatis w różnym układzie mutacji oraz analizę tempa wzrostu bakterii niosących 

określone mutacje. Rozprawa napisana jest bardzo ładnym językiem naukowym, przekaz jest 

jasny i klarowny. Czytelnik nie ma problemu ze zrozumieniem toku badań i wynikających z 

nich wniosków. Z obowiązku recenzenta chciałam wspomnieć, że praca zawiera kilka mało 

znaczących błędów literowych i interpunkcyjnych, nie wpływających na całościowy odbiór i 

wysoką jakość rozprawy.  

Celem rozprawy doktorskiej Pani mgr Hanny Kąkolewskiej było określenie 

komórkowej roli białek z rodziny kondensyn, na modelu badawczym, jakim jest należący do 

promieniowców M. smegmatis. Bakteria ta jest uznanym organizmem modelowym z uwagi na 

jej bliskość funkcjonalną i genetyczną z patogenem M. tuberculosis. Ponadto, model ten jest od 

lat przedmiotem badań w zespole Pani prof. Zakrzewskiej-Czerwińskiej. Białka będące w 

zakresie zainteresowań Doktorantki to kondensyna SMC oraz białko MksB, których rola w 

organizacji chromatyny u tej bakterii oraz udział w replikacji DNA nie został do tej pory 

poznany. Dla poznania funkcjonowania tych białek doktorantka skonstruowała szereg 

szczepów pozbawionych tych genów oraz posiadających fluorescencyjne znaczniki do celów 

badania np. komórkowej lokalizacji chromosomu, replisomu czy też samych kondensyn. Tak 

przygotowane szczepy posłużyły do dalszych badań, z wykorzystaniem szerokiego zakresu 

metod mikrobiologicznych, molekularnych, jak również analiz mikroskopowych. Interesujące 

wyniki wykazały już wstępne badania nad poziomem ekspresji genów smc i mksB, które to 

analizy wykazały zależność od fazy wzrostu. Nasuwa się tu pytanie, czy zmiana w ekspresji 

genów kodujących białka SMC i MksB w zależności od fazy wzrostu bakterii może być 

spowodowana działaniem globalnego alarmonu, czterofosforanu guanozyny. Analizy z 

wykorzystanie mutantów w genach smc i mksB wykazały, że brak tych białek nie wpływa na 
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szybkość wzrostu bakterii w warunkach normalnych oraz w warunkach stresowych, ani na 

morfologię kolonii bakteryjnych, jedynie szczepy pozbawione genu smc mają nieco większą 

długość komórek, natomiast nie zaobserwowano różnic w długości w przypadku mutanta mksB. 

Dalsze badania wykazały, iż brak funkcjonalnych białek SMC i MksB nie zmienia znacząco 

ogólnej organizacji chromosomu bakteryjnego. Jednakże, szczepy delta-smc charakteryzowały 

się wydłużeniem końcowych etapów cyklu komórkowego wskutek opóźnionej segregacji 

chromosomów potomnych. Jest to bardzo interesująca informacja pozwalająca na lepsze 

zrozumienie roli kondensyny SMC. Wysunięta została hipoteza o udziale SMC w procesie 

rekombinacji homologicznej. W związku z tym chciałam zapytać, czy w tej sytuacji można 

się spodziewać, że w mutancie pozbawionym funkcjonalnego genu smc poziom mutacji w 

genomie będzie wzrastać? Bardzo interesujące wyniki Doktorantka uzyskała z badań nad 

kondensyną MksB. Badania lokalizacji tego białka podczas wzrostu i podziału komórki 

bakteryjnej wykazały, iż kolokalizuje się ono z replisomem w czasie cyklu komórkowego, a 

zaproponowana rola MksB polega na działaniu na etapie kondensacji nowozreplikowanych 

chromosomów poprzez zmiany ich topologii. Takie zmiany topologiczne mogłyby ułatwiać 

migrację widełek replikacyjnych. Wskazują na to badania z wykorzystaniem mutanta 

delecyjnego mksB, który charakteryzował się niższą ruchliwością replisomów i skróconym 

cyklem komórkowym. Wyniki te stanowią bardzo cenny wkład w poznanie mechanizmów 

działania kondensyn na poziomie organizacji materiału genetycznego, a co ważniejsze, w 

procesie replikacji DNA i cyklu komórkowym. W rozprawie, zwraca uwagę systematyczność 

badań Doktorantki, która podejmowała kolejne próby i przybliżenia możliwości działania 

badanych kondensyn na różnych poziomach procesów komórkowych. A także zakres 

stosowanych metod, w tym zaawansowanych technik mikroskopowych, takich jak np. 

obrazowanie mikroprzepływowe. 

 

Podczas obrony, chciałabym poprosić Doktorantkę o ustosunkowanie się do 

dodatkowych, następujących pytań i kwestii: 

• W ostatnim czasie nastąpiła zmiana taksonomii rodziny Mycobacteriaceae i 

obecnie Mycobacterium smagmatis jest klasyfikowane jako Mycolicibacterium 

smegmatis. Co było podstawą tej nowej klasyfikacji? 

• W rozprawie znajduje się stwierdzenie, że genom M. smegmatis mc2 zawiera 3 

białka z grupy kondensyn – SMC, MksB i EptC, jednakże gen tego ostatniego 

białka wykazuje bardzo niski poziom ekspresji z uwagi na mutację. Dlaczego 

zatem nie zastosowano w badaniach natywnego szczepu M.smegmatis? 
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• Skąd pochodzi nazwa szczepu M. smegmatis mc2? 

• Czy przedstawione w doktoracie wyniki badań dla M. smegmatis pozwalają na 

zaobserwowanie podobieństw i wyciągnięcie wniosków dla M. tuberculosis? 

• Wśród licznych białek należących do organizatorów topologii chromosomu 

bakteryjnego u modelowej bakterii E. coli wymienia się również białko DnaA, 

którego główną funkcją jest inicjacja replikacji DNA. Czy podobna sytuacja ma 

miejsce u M. smegmatis?  

• Poproszę o przedyskutowanie możliwych przyczyn niepowodzeń w konstrukcji 

mutantów w tle genetycznym smc (strona 68 rozprawy) 

• Zastanawia mnie, czemu dla bakterii z gatunku M. smegmatis, które najczęściej 

występują w środowisku (gleba, woda, rośliny), optymalna temperatura wzrostu 

to 37oC? 

 

 Podsumowując, przedstawiona do recenzji rozpraw doktorska jest bardzo ciekawa, 

dobrze zaprezentowana, stanowi interesujący zbiór danych z badań nad rolą kondensyn u 

mykobakterii. Została wykonana przy zastosowaniu szeregu zaawansowanych metod 

mikrobiologicznych i molekularnych. Należy wyrazić nadzieję, iż wyniki tych badań zostaną 

wkrótce opublikowane w znaczącym czasopiśmie naukowym. 

We wniosku końcowym stwierdzam, że rozprawa doktorska Pani mgr Hanny 

Kąkolewskiej jest znaczącym osiągnięciem naukowym, które wnosi istotne informacje na temat 

roli białek organizujących chromatynę u bakterii, co jest szczególnie ważne w kontekście 

wyboru modelu badawczego, jakim jest bakteria M. smegmatis, będąca modelem dla 

patogennej M. tuberculosis. Przedstawiona do recenzji rozprawa spełnia warunki określone w 

art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce, tekst jednolity: 

Dz.U. z 2021 r. poz. 478. W związku z tym zwracam się do Wysokiej Rady Dyscypliny 

Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wrocławskiego o dopuszczenie Pani mgr Hanny 

Kąkolewskiej do dalszych etapów przewodu doktorskiego. 
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