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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister Hanny Kakolewskiej
»Rola kondensyn SMC i MksB w organizacji chromosomu i cyklu komérkowym
u Mycobacterium smegmatis™

Prawidtowa organizacja materialu genetycznego jest jedng z podstawowych kwestii
zapewniajacych odpowiednie upakowanie DNA w ograniczonej objetosci komorki, jak i
udostepnienie informacji zawartej w DNA dla transkrypcji i1 replikacji. Szczegélnie u
organizmow prokariotycznych, o niewielkich rozmiarach komorki, kondesacja materiatu
genetycznego musi by¢ bardzo precyzyjnie przeprowadzana. Uczestniczy w tym procesie
szereg bialek wigzacych DNA, aranzujagc chromosom na roéznych poziomach. Wazng role w
globalnej organizacji chromatyny peilnia kondensyny, grupa biatek o duzej masie
czasteczkowej 1 wysokim stopniu homologii struktury pomigdzy roéznymi grupami
organizmow. Wérod kondensyn, poza grupg biatek SMC wystepujaca u Eukariota, Archea i
bakterii, mozna wyr6zni¢ dwie grupy charakterystyczne dla bakterii: MukB wystepujaca U
Enterobacteriaceae i MksB, znajdowang u promieniowcow i proteobakterii. Istotna rola, jaka
biatka organizujace chromosom bakteryjny odgrywaja w procesach zyciowych sprawia, ze
poznanie mechanizméw dziatania tych bialek jest bardzo wazne dla zrozumienia
funkcjonowania na poziomie molekularnym organizméw zywych. Dlatego cel rozprawy
doktorskiej Pani mgr Hanny Kakolewskiej — poznanie dziatania i roli kondensyn modelowe;j
bakterii Mycobacterium smegmatis — jest uzasadniony z naukowej perspektywy badan nad

organizacja chromosomu bakteryjnego. Pani Kakolewska pracowala nad ta tematyka w



Zaktadzie = Mikrobiologii  Molekularnej  Wydzialu  Biotechnologii ~ Uniwersytetu
Wroctawskiego, pod opieka promotora Pani prof. dr hab. Jolanty Zakrzewskiej-Czerwinskiej 1
promotora pomocniczego dr Joanny Holowki, gdzie miata szans¢ skorzysta¢ ze $wietnego
zaplecza i doswiadczenia naukowego Pan promotor i zespotu, dzi¢ki czemu powstata bardzo
dobra merytorycznie rozprawa doktorska.

Rozprawa ma posta¢ klasycznej monografii, 145 stronicowej, przedstawionej w jezyku
polskim wraz ze streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Praca ma uktad typowy dla
opracowan badan eksperymentalnych, i jest podzielona na odpowiednie rozdziaty. Doktadny
spis tresci ulatwia nawigowanie w rozprawie. Pierwszy (poza streszczeniami) rozdziat
rozprawy to 20-stronicowy wstep, zawierajacy wszystkie niezbgdne informacje wprowadzajace
w tematyke badan. Sg tam omoéwione biatka biorgce udzial w organizacji chromosomu
bakteryjnego, jak i organizm modelowy, ktory postuzyt do badan, czyli M. smegmatis. Dobrze
i przejrzyscie podane informacje sg ponadto uzupelnione rycinami ze schematami
ulatwiajgcymi zapoznanie si¢ z najwazniejszymi faktami. Cel pracy wynika bezposrednio z
przedstawionych we wstepie informacji, jest jasny i zrozumialy. Rozdziat Materiaty i metody
zawiera szczegotowe dane dotyczace szczepdw, konstruktow plazmidowych oraz
oligonukleotydéw stosowanych w pracy jak i podtozy mikrobiologicznych. Dane te sa
przejrzyscie przedstawione w odpowiednich tabelach. W dalszej czgéci tego obszernego
rozdzialu opisane sg techniki stosowane w rozprawie, podzielone na odpowiednie grupy (jak
warunki hodowli, techniki prac z biatkami czy z E. coli). Na szczegolne podkreslenie zastuguje
sposob przedstawienia etapow tworzenia konstruktow — plazmidowych i szczepow,
zilustrowane schematami i szczegétowymi opisami. Jest to bardzo pomocne w pdzniejszym
zapoznawaniu si¢ z wynikami badan, szczegdlnie biorgc pod uwage liczbe konstruktow.
Kolejny rozdziat, Wyniki, jest najobszerniejszy w rozprawie, sktada si¢ z 48 stron, prezentuje
etapy osiagniecia zamierzone w rozprawie celu. Rozdziat ten zostat podzielony na 4 gltdwne
czesci, 1 przedstawiajgca wyniki analizy potozenia i ekspresji genéw kondensyn SMC i MksB
u M. smegmatis, 2, syntetycznie porownujaca sekwencje biatek z tych grup u organizméw
modelowych, 3 i 4 gdzie kolejno szczegotowo zostaly przeanalizowane obydwie kondensyny.
W tym rozdziale zwracaja uwage staranne przygotowane, przeprowadzone, opisane i
przedstawione graficznie wyniki eksperymentéw. Niewatpliwie czyta si¢ ten rozdzial z
przyjemnoscig, z uwagi na jasno sformutowane mysli. Kazdy z podrozdziatow konczy sie¢
krotka konkluzja, ktora pozwala na podsumowanie przedstawionych danych, a nowe rozdziaty
zaczynaja si¢ krotkim wprowadzeniem i uzasadnieniem przeprowadzenia doswiadczen. W

sposobie przedstawienia wynikow rozprawy wida¢ dojrzato$§¢ naukowa Doktorantki i
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swobodne postugiwanie si¢ specjalistyczng terminologig. Rozdzial Dyskusja przedstawia
interpretacj¢ wynikow rozprawy w kontekécie badan innych autorow, oraz tych
przeprowadzonych przez zespot Pan Promotor — kontekst ten jest poparty cytowang aktualng
literaturg z tej dziedziny. Wartg podkreSlenia czgsécig tego rozdziatu jest przedyskutowanie
wynikow ze wskazaniem na dalsze perspektywy i mozliwosci badan, ktére moglyby wyjasnicé
pojawiajace si¢ niejasnosci. W rozprawie zawarte jest krotkie podsumowanie, ktore zawiera
bardzo istotng tabelke poréwnujaca funkcje biatka MksB u bakterii modelowych oraz schemat
cyklu komérkowego u M. smegmatis uwzgledniajacy dziatanie biatek SMC i MksB. Rozprawe
konczy suplement, zawierajgcy informacje na temat aparatury i sprzetu uzytego podczas
realizacji pracy, jak réwniez ryciny przedstawiajace porownanie sekwencji aminokwasowych
kondensyn, wyniki analiz poprawnosci konstruktow, fotografie przedstawiajace morfologi¢
kolonii M. smegmatis w r6znym uktadzie mutacji oraz analiz¢ tempa wzrostu bakterii niosagcych
okreslone mutacje. Rozprawa napisana jest bardzo tadnym jezykiem naukowym, przekaz jest
jasny i klarowny. Czytelnik nie ma problemu ze zrozumieniem toku badan i wynikajacych z
nich wnioskéw. Z obowigzku recenzenta chciatam wspomnieé, ze praca zawiera Kilka mato
znaczacych btedow literowych i interpunkcyjnych, nie wptywajacych na catosciowy odbior i
wysoka jako$¢ rozprawy.

Celem rozprawy doktorskiej Pani mgr Hanny Kakolewskiej byto okreslenie
komorkowej roli bialek z rodziny kondensyn, na modelu badawczym, jakim jest nalezacy do
promieniowcoéw M. smegmatis. Bakteria ta jest uznanym organizmem modelowym z uwagi na
jej bliskos¢ funkcjonalng i genetyczng z patogenem M. tuberculosis. Ponadto, model ten jest od
lat przedmiotem badan w zespole Pani prof. Zakrzewskiej-Czerwinskiej. Biatka bedace w
zakresie zainteresowan Doktorantki to kondensyna SMC oraz biatko MksB, ktorych rola w
organizacji chromatyny u tej bakterii oraz udziat w replikacji DNA nie zostat do tej pory
poznany. Dla poznania funkcjonowania tych biatek doktorantka skonstruowala szereg
szczepOw pozbawionych tych genow oraz posiadajgcych fluorescencyjne znaczniki do celow
badania np. komoérkowej lokalizacji chromosomu, replisomu czy tez samych kondensyn. Tak
przygotowane szczepy postuzyty do dalszych badan, z wykorzystaniem szerokiego zakresu
metod mikrobiologicznych, molekularnych, jak rowniez analiz mikroskopowych. Interesujace
wyniki wykazaly juz wstepne badania nad poziomem ekspresji genow smc i mksB, ktore to
analizy wykazatly zalezno$¢ od fazy wzrostu. Nasuwa si¢ tu pytanie, czy zmiana w ekspresji
genow kodujacych bialka SMC i MksB w zaleznosci od fazy wzrostu bakterii moze by¢
spowodowana dzialaniem globalnego alarmonu, czterofosforanu guanozyny. Analizy z

wykorzystanie mutantow w genach smc i mksB wykazaly, ze brak tych bialek nie wptywa na
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szybkos$¢ wzrostu bakterii w warunkach normalnych oraz w warunkach stresowych, ani na
morfologi¢ kolonii bakteryjnych, jedynie szczepy pozbawione genu smc majg nieco wigksza
dhugo$¢ komorek, natomiast nie zaobserwowano roznic w dtugosci w przypadku mutanta mksB.
Dalsze badania wykazaty, iz brak funkcjonalnych biatek SMC i MksB nie zmienia znaczgco
ogoblnej organizacji chromosomu bakteryjnego. Jednakze, szczepy delta-smc charakteryzowaty
si¢ wydtuzeniem koncowych etapow cyklu komoérkowego wskutek opodznionej segregacji
chromosomow potomnych. Jest to bardzo interesujaca informacja pozwalajaca na lepsze
zrozumienie roli kondensyny SMC. Wysunieta zostata hipoteza o udziale SMC w procesie
rekombinacji homologicznej. W zwigzku z tym chcialam zapytaé, czy w tej sytuacji mozna
sie spodziewac, ze w mutancie pozbawionym funkcjonalnego genu smc poziom mutacji w
genomie bedzie wzrasta¢? Bardzo interesujace wyniki Doktorantka uzyskala z badan nad
kondensyng MksB. Badania lokalizacji tego bialka podczas wzrostu i podzialu komorki
bakteryjnej wykazaty, iz kolokalizuje si¢ ono z replisomem w czasie cyklu komorkowego, a
zaproponowana rola MksB polega na dziataniu na etapie kondensacji nowozreplikowanych
chromosomow poprzez zmiany ich topologii. Takie zmiany topologiczne mogltyby utatwiaé
migracj¢ widelek replikacyjnych. Wskazuja na to badania z wykorzystaniem mutanta
delecyjnego mksB, ktory charakteryzowat si¢ nizszg ruchliwoscig replisomow i skroconym
cyklem komérkowym. Wyniki te stanowig bardzo cenny wktad w poznanie mechanizméw
dziatania kondensyn na poziomie organizacji materialu genetycznego, a co wazniejsze, w
procesie replikacji DNA i cyklu komoérkowym. W rozprawie, zwraca uwage systematycznos$¢
badan Doktorantki, ktora podejmowata kolejne proby i przyblizenia mozliwosci dzialania
badanych kondensyn na réznych poziomach procesow komorkowych. A takze zakres
stosowanych metod, w tym zaawansowanych technik mikroskopowych, takich jak np.

obrazowanie mikroprzeptywowe.

Podczas obrony, chcialabym poprosi¢ Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do
dodatkowych, nastepujacych pytan i kwestii:

e W ostatnim czasie nastgpita zmiana taksonomii rodziny Mycobacteriaceae i
obecnie Mycobacterium smagmatis jest klasyfikowane jako Mycolicibacterium
smegmatis. Co byto podstawg tej nowej klasyfikacji?

e W rozprawie znajduje sie stwierdzenie, ze genom M. smegmatis mc? zawiera 3
biatka z grupy kondensyn — SMC, MksB i EptC, jednakze gen tego ostatniego
biatka wykazuje bardzo niski poziom ekspresji z uwagi na mutacj¢. Dlaczego

zatem nie zastosowano w badaniach natywnego szczepu M.smegmatis?



e Skad pochodzi nazwa szczepu M. smegmatis mc??

e (Czy przedstawione w doktoracie wyniki badan dla M. smegmatis pozwalajg na
zaobserwowanie podobienstw i wyciagni¢cie wnioskow dla M. tuberculosis?

e Wsrod licznych biatek nalezacych do organizatoréw topologii chromosomu
bakteryjnego u modelowej bakterii E. coli wymienia si¢ rowniez biatko DnaA,
ktorego glowng funkcjg jest inicjacja replikacji DNA. Czy podobna sytuacja ma
miejsce u M. smegmatis?

e Poprosze o przedyskutowanie mozliwych przyczyn niepowodzen w konstrukcji
mutantow w tle genetycznym Asmc (strona 68 rozprawy)

e Zastanawia mnie, czemu dla bakterii z gatunku M. smegmatis, ktore najczesciej
wystepuja w srodowisku (gleba, woda, rosliny), optymalna temperatura wzrostu
to 37°C?

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozpraw doktorska jest bardzo ciekawa,
dobrze zaprezentowana, stanowi interesujacy zbidr danych z badan nad rolg kondensyn u
mykobakterii. Zostala wykonana przy zastosowaniu szeregu zaawansowanych metod
mikrobiologicznych i molekularnych. Nalezy wyrazi¢ nadziej¢, iz wyniki tych badan zostang
wkrotce opublikowane w znaczacym czasopismie naukowym.

We wniosku koncowym stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Hanny
Kakolewskiej jest znaczacym osiagnieciem naukowym, ktore wnosi istotne informacje na temat
roli biatek organizujacych chromatyne u bakterii, co jest szczegdlnie wazne w kontekscie
wyboru modelu badawczego, jakim jest bakteria M. smegmatis, bedaca modelem dla
patogennej M. tuberculosis. Przedstawiona do recenzji rozprawa spetnia warunki okreslone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo 0 szkolnictwie wyzszym i nauce, tekst jednolity:
Dz.U. z 2021 r. poz. 478. W zwigzku z tym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny
Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Pani mgr Hanny

Kakolewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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