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

Rozprawa doktorska zostata przygotowana na Wydziale Biotechnologii w Zaktadzie Mikrobiologii
Molekularnej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Jolanty Zakrzewskiej—Czerwiriskiej oraz
promotora pomocniczego dr Joanny Hotowki.

Przedstawiona rozprawa zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, opis celu
pracy, oméwienie metodologii, wynikdw otrzymanych przez Doktorantke, dyskusje otrzymanych
wynikéw, podsumowanie oraz bibliografie. Zaprezentowane s3 réwniez skréty uzywane w pracy
oraz Suplement, w ktérym wymienione sg programy komputerowe i narzedzia bioinformatyczne, a
takze dodatkowe ilustracje wynikow.

Wstep jest bardzo starannie przygotowany pod wzgledem edytorskim, ilustrowany dziewiecioma
przejrzystymi rysunkami. We Wstepie Doktorantka opisuje organizacje chromosomu bakteryjnego,
role kondensyn w organizacji chromatyny bakteryjnej, a takze przedstawia charakterystyke
bakterii z rodzaju Mycobacterium. Cel Pracy jest sformutowany bardzo precyzyjnie, a podjecie
takiej tematyki badan w ramach projektu doktorskiego jest uzasadnione.

Materialy i Metody opisujg w sposéb jasny i wystarczajacy szczepy, plazmidy, oligonukleotydy,
podtoza oraz techniki uzyte podczas zaprezentowanych badan.

Kondensyny sg niezbedne do globalnej organizacji chromosoméw. Kompleksy te ksztatftujg
chromosom, facza odlegte regiony, przygotowuja chromatyny do mitozy, biorg udziat w naprawie
DNA zapewniajgc prawidtowa segregacje chromosomow. !

W chromosomie saprofitycznej bakterii Mycobacterium smegmatis mc? wystepuje gen kodujacy
kondensyne SMC oraz dwa geny kodujace kondensyne MksB i EptC. Rola tych kondensyn w
fizjologii komdrki Mycobacterium nie byta scharakteryzowana. Jak dotad dokonano jedynie
" charakterystyki biochemicznej kondensyn M. smegmatis i badano zdolnos¢ tych biatek do wigzania
DNA in vitro. Podczas wcze$niejszych badan w szczepie Mycobacterium smegmatis mc? uzywanym
w laboratorium, gen kodujacy biatko EptC zostat zmutowany i dlatego tez nie byt przedmiotem
badan doktorantki.

W zaprezentowanej rozprawie doktorskiej opisane sg badania udziatu kondensyn SMC i MksB
Mycobacterium smegmatis mc?, organizmu modelowego dla badar biologii pratkéw, w organizacji
chromatyny bakteryjnej. W pracy przesledzono wptyw braku kondensyn na réznorodne procesy
fizjologiczne zwigzane z cyklem zyciowym. Na wstepie analizowano potozenie obu genéw i genow
kodujacych biatka pomocnicze ScpA, ScpB, MksE i MksF w chromosomie M. smegmatis. Zbadano
poziom transkrypcji genéw kodujacych kondensyny w réznych fazach wzrostu . Wykazano, ze
poziom ekspresji genu smc i mksB zmienia sie w zaleznosci od fazy cyklu komdrkowego.

Pierwsza cze$¢ pracy dotyczy badan kondensyny SMC. Analizowano jej wptyw na kondensacje
chromosomu i udziat w wielu procesach komdrkowych. Wykazano, ze delecja genu smc nie
wptywa na szybko$¢ wzrostu bakterii, czy na morfologie komérek. W przypadku doswiadczen z
kondensyna SMC préby konstrukcji C— koricowej fuzji z biatkiem HaloTag nie powiodty sie co
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utrudnifo ustalenie lokalizacja tego biatka. Co wiecej, napotkano trudnosci we wprowadzeniu w
natywne loci, genéw kodujacych biatka fuzyjne DnaN-mCherry i ParB-mNeonGreen. Nie powiodty
sie  réwniez konstrukcje réznych podwdjnych mutantéw. Doktorantka whnioskuje, ze
niepowodzenie we wprowadzeniu zmutowanych alleli do delecji smc moze by¢ wynikiem udziatu
SMC w procesie homologicznej rekombinacji np. ,poprzez zapewnienie odpowiedniej topologii
okreslonych fragmentéw chromosomu prowadzqcej do zblizenia fragmentow homologicznych”. To
bardzo ciekawy kierunek badan nad rolg biatka SMC w komérkach M. smegmatis. Doktorantka
wykazata, ze delecja genu smc opdinia szybkos$¢ wzrostu M. smegmatis w warunkach stresowych.
Ma tez wptyw na diugo$¢ komérek, jednakze nie wptywa na asymetrig podziatu, pozycjonowanie
czy globalng organizacje i kondensacje chromatyny bakteryjnej komérek M. smegmatis.
Wykonano réwniez analize procesu kondensacji i dekondensacji chromosomalnego DNA przy
uzyciu mikroprzeptywowego systemu CellASIC ONIX w szczepach z delecjg smc prowadzac
mikroskopowe obserwacje w czasie. Analiza ta potwierdzita wczedniejsze wyniki. W dalszej czesci
pracy wykazano, ze w szczepie z delecja genu smc, czas pomiedzy zajsciem cytokinezy, a separacja
chromosoméw potomnych jest dtuzszy, jak rowniez jest diuiszy s$redni czas separacji
chromosoméw potomnych, co sugeruje udziat biatka SMC w koricowych etapach cyklu
komorkowego i procesie separacji chromosomoéw potomnych. Otrzymane wyniki wskazujg, ze brak
SMC moze mie¢ istotny wptyw na czas generacji M. smegmatis mc?.

W drugiej czesci pracy opisane s3 badania fizjologicznej roli kondensyny MksB Mycobacterium
smegmatis. Przeprowadzono, eleganckie analizy mikroskopowe biatka fuzyjnego MksB—HaloTag
poréwnujac lokalizacje z biatkiem DnaN-mCherry bedacym skfadnikiem replisomu. Analizowano
czas trwania poszczegdlnych faz cyklu komérkowego, ruchliwos¢ replisomu oraz jego demontaz.
Wykazano, ze w M. smegmatis biatko MksB zmienia lokalizacjg w trakcie trwania cyklu i
kolokalizuje sie z replisomem podczas cyklu komérkowego, biorac by¢ moze aktywny udziat w
procesie replikacji. W przeciwieristwie do delecji smc wykazano, ze delecja genu mksB nie wptywa
na szybko$¢ wzrostu i morfologie kolonii M. smegmatis. Analizy mikroskopowe wykazaty, ze w
szczepach z delecjg mksB czas trwania cyklu komorkowego jest krotszy. Dtugos¢ fazy C cyklu
komorkowego w szczepach AmksB jest podobna jak w szczepie typu dzikiego, natomiast faza DB
cyklu komorkowego jest krétsza. Doktorantka zaproponowata, ze ,Skrocenie fazy DB cyklu
komérkowego w mutancie AmksB moze Swiadczy¢ o wplywie biatka MksB na procesy zachodzgce
w komdrkach po terminacji replikacji bgdZ w koricowych etapach segregacji chromosomu.”
Zmniejszona ruchliwoéé¢ kompleksu replikacyjnego réwniez wskazuje, ze dynamika kompleksu
replikacyjnego jest zaburzona przy braku biatka MksB.

W celu potwierdzenia , ze MksB zwiazane jest z procesem replikacji analizowano kolokalizacje
MksB z DnaN po traktowaniu grizelimycyng. Badajac efekt dziatania grizelimycyny
przeprowadzono analize wptywu delecji mksB na proces demontazu replisomow wykazujac brak
efektu delecji mksB na ten proces. W kolejnych doswiadczeniach badano czy w szczepie M.
smegmatis z delecjg genu mksB zmiana poziomu superskrecenia chromosomalnego zmieni
dynamike procesu replikacji. W szczepie kontrolnym M. smegmatis mc2 dnaN-mcherry po
potraktowaniu nowobiocyna, 42% komdrek zakoriczyto proces replikacji. Natomiast, w szczepie M.
smegmatis mc2 AmksB dnaN—-mcherry obserwowano wiecej komorek (54%), w ktdrych replikacja
dobiegta korica. Do$wiadczenia te sa bardzo interesujace i wskazujg podobnie jak doswiadczenia z
grizelimycyng na istotng role MksB w replikacji DNA. Na podstawie otrzymanych wynikow
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Doktorantka wnioskuje, ,Zze w warunkach zmniejszonego superskrecenia chromosomalnego DNA,
brak kondensyny MksB indukuje zmiany topologiczne w DNA chromosomalnym utatwiajgce
dokoriczenie procesu replikacji,,.
Poréwnanie czasu pomiedzy pojawieniem sie przegrody podziatowej a separacjag chromosomow
potomnych oraz analiza czasu generacji wykazato, ze biatko MksB nie uczestniczy w koricowych
etapach cyklu komérkowego. Dalsze analizy mikroskopowe szczepu M. smegmatis mc2 AmksB
hupB—egfp i M. smegmatis mc2 hupB—egfp wykazaty, ze MksB nie wptywa na proces separacji
chromosomow potomnych w M. smegmatis.
Wczeéniejsze badania przeprowadzone w Pseudomonas aeruginosa wykazaty, ze kondensyna
MksB bierze udziat nie tylko w separacji potomnych regionéw oriC, ale tez posredniczy w
segregacji powstatego w procesie replikacji DNA (Zhao i in., 2020). Skionito to Doktorantke do
zbadania udziatu MksB w segregacji chromosomalnego DNA w M. smegmatis. Stosujac fuzje biatka
ParB, ktorego lokalizacja komérkowa w cyklu komérkowym M. smegmatis zostata przebadana,
analizowano dynamike i czas trwania procesu segregacji chromosomoéw w M. smegmatis mc2
AmksB parB—mneongreen. Otrzymane wyniki wykazaty, ze delecja genu mksB nie wptywa na
procesy segregacji nowo zreplikowanych regionéw chromosomu w komérkach M. smegmatis.
Przeprowadzono réwniez do$wiadczenia majgce na celu zbadanie wptywu MksB na strukture
chromosomu i kondensacje chromatyny M. smegmatis. Stosujac réznorodne podejscia
eksperymentalne barwienie chromosomow i btony komérkowej, prowadzac analizy w szczepie, w
ktorym biatko HupB znajduje sie w fuzji z biatkiem zielonej fluorescencji EGFP czy wykorzystujac
wysokorozdzielcza metode obrazowania Lattice SIM Doktorantka wykazata brak efektu delecji
mksB na kondensacje i pozycjonowanie chromosomalnego DNA w badanych komarkach.
Opisane w pracy doktorskiej doswiadczenia zostaly wykonane w elegancki sposob z
wykorzystaniem réznorodnych technik mikroskopowych. W wykonywaniu eksperymentow
mikroskopowych postuzono sie technikg TLFM (Time Lapse Fluorescent Microscopy), pozwalajgca
na obserwacje wzrostu komorek i lokalizacje biatek fuzyjnych w czasie. Prowadzono eksperymenty
na podfozu statym z wykorzystaniem ptytek lbidi, a takze eksperymenty na podtozu ptynnym z
wykorzystaniem systemu CellASIC ONIX. W badaniach wykorzystano réwniez Mikroskopig Lattice
- SIM (Structured lllumination Microscopy) pozwalajacg na uzyskanie tréjwymiarowych modeli
obrazowanych struktur komdrkowych. Doktorantka skonstruowata szereg szczepéw niosgcych
mutacje delecyjne, a takze fluorescencyjne szczepy reporterowe umozliwiajgce przesledzenie
lokalizaciji, czy fizjologicznych skutkéw delecji obu kondensyn M. smegmatis.
Bardzo podoba mi sie Dyskusja przedstawionej pracy, w ktérej Doktorantka wykazata sig
dojrzatoécia naukowa i znajomoscig najnowszej literatury naukowej. Godne podkreslenia jest
proponowanie nastepnych doswiadczen, ktdre pozwolityby na doktadniejsza charakterystyke
funkcji badanych kondensyn. W mojej ocenie, Doktorantka prawidtowo zinterpretowata
otrzymane wyniki i wyciggneta interesujgce wnioski.
Podczas czytania pracy nasunety mi sie¢ pewne pytania, na ktére chetnie postucham odpowiedzi
Doktorantki.
1. Czy badane byty sygnatury transkrypcyjne mutantéw w delecji smc i delecji mksB w M.
smegmatis? Mogtyby dostarczy¢ wiedzy o roli tych kondensyn w komérce M. smegmatis.
2. Jedli nie mozna byto otrzymaé podwadjnych mutantéw delecyjnych w komorkach z delecja
smc (takie s3 np. mozliwe w Pseudomonas), poniewaz gen ten bierze udziat w

INSTYTUT BIOCHEMII | BIOFIZYKI www.ibb.edu.pl secretariate@ibb.waw.pl
POLSKIEJ AKADEMII NAUK Tel.: +48 22 592 21 45, Faks: +48 22 592 21 90
NIP: 5261039742, REGON: 000325819

5 Strona3z4

é

ul. Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa, Polska



rekombinacji homologicznej to dlaczego do innych zmutowanych alleli nie mozna
wprowadzi¢ delecji smc, jako drugiej mutacji? Czy w konstrukcji szczepéw moze
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przeszkadza¢ mutacja trzeciej kondensyny?

w

IS

. Jaki jest zwigzek miedzy patogennoscig bakterii a funkcjonowaniem kondensyn? Czy
posiadanie wielu kondensyn ma wptyw na fitness bakterii w zmieniajacym sie Srodowisku?
. Cytuje: ,W przysztosci planowane sq dalsze badania wptywu kondensyny MksB na proces
replikacji DNA u M. smegmatis (np. z wykorzystaniem superrozdzielczej mikroskopii
SptPALM, (single—particle tracking Photoactivated Localization Microscopy), rowniez w
odniesieniu do ewentualnej wspétdziatania biatka MksB z biatkami NAP (np. wspomnianym

weczesniej biatkiem Lsr2)”. Jak majg by¢ prowadzone, pytam z ciekawosci.

5. Czy w M. smegmatis badano naprawe po mutagenezie powodujgcej dwuniciowe pekniecia

w DNA np. po traktowaniu bleomycyna w szczepach z delecjg mksB czy z delecjg smc?

6. Jakie funkcje niezwigzane z organizacja chromosomalnego DNA mogg petni¢ kondensyny u
pradkéw? Czy delecja mksB lub delecja smc wptywana na funkcjonowanie plazmidowego

DNA w komérkach? Czy biatka te moga wspiera¢ dziatanie kompleksu EptABCD?

b,

W jaki sposéb biatko SMC mogtoby wptywac na naprawe DNA? Czy dziatanie SMC mogtoby

by¢ pomocne przy rozpoczeciu replikacji podczas zatrzymanych widetek replikacyjnych?

Podsumowujac recenzowana rozprawa doktorska opisuje nowatorskie, wazne i ciekawe badania.
Doéwiadczenia zostaty starannie zaplanowane i wykonane oraz opisane w przejrzysty sposob.
Stosowano poprawna metodologie statystyczng, ktéra umozliwita poprawne wnioskowanie i
analize wynikéw. Otrzymane wyniki maja istotne znaczenie poznawcze, mogg przyczynic sie do
zrozumienia dziatania w Mycobacterium tak waznych dla fizjologii biatek jak kondesyny.
Doktorantka wykazata sie wiedzg teoretyczna w zakresie prowadzonych badan oraz umiejetnoscia
prowadzenia pracy laboratoryjnej. Praca spetnia ustawowe wymogi stawiane pracom doktorskim i
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Rozprawa doktorska spetnia warunki
okreélone w ustawie z dn. 14.03.2003 (Dz.U. nr 65 poz. 595) Prawo o szkolnictwie wyzszym i

nauce, z pdzniejszymi zmianami.
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