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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister Katarzyny Pawlikiewicz pt.
,Rola kondensyny SMC w organizacji chromosomu
Streptomyces venezuelae

podczas sporulacji i kietkowania zarodnikow”

Recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Pawlikiewicz stanowi podstawe
ubiegania si¢ w postepowaniu o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych 1
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne. Praca zostata wykonana w Zaktadzie
Mikrobiologii Molekularnej Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego, pod opieka
naukowg prof. dr hab. Dagmary Jakimowicz. Podj¢ta w pracy tematyka stanowi kontynuacje
ciekawego i waznego z biologicznego punktu widzenia nurtu badan naukowych prowadzonych w
grupie promotora pracy. Badania opisane w rozprawie doktorskiej finansowane byty z grantu NCN
Opus 16 (2018/31/B/NZ1/00614) zatytutowanego ,,Organizacja przestrzenna chromosomu podczas
sporulacji Streptomyces - wptyw na podziaty komorkowe, segregacje chromosomow,
przezywalnos¢ i kietkowanie zarodnikow”. Doktorantka zaangazowana byta w realizacje zadan
badawczych projektu korzystajac z wiedzy i doswiadczenia promotora, wspotpracownikow oraz
nowoczesnego zaplecza badawczego uczelni.

Organizmem modelowym w przedstawionej do recenzji pracy jest Gram-dodatnia bakteria
Streptomyces venezuelae, mniej znana przedstawicielka rodzaju Streptomyces nalezacego do
promieniowcOw. Bakterie z tego rodzaju produkujg wiele naturalnych metabolitow wtérnych
majacych zastosowanie w przemysle. Charakteryzuja si¢ ztozonym cyklem zyciowym, w ktérym
wystepuje stadium wzrostu wegetatywnego z wytworzeniem wielogenomowych strzepek, oraz
sporulacja z wytworzeniem jednogenomowych zarodnikoéw. Ztozony cykl zyciowy z tworzeniem

form przetrwalnikowych wymaga koordynacji wielu procesow w komorkach bakterii, migdzy
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innymi tych zapewniajacych stabilne utrzymywanie i dziedziczenie materiatu genetycznego. U
wickszosci bakterii, w tym u Streptomyces, biatka ParA i ParB wraz z sekwencjami
centromeropodobnymi parS biorg udzial w segregacji chromosoméw do komorek potomnych. Za
upakowanie i kondensacj¢ DNA w bakteriach odpowiadajg biatka oddziatujgce z DNA typu NAP
oraz kondensyny reprezentowane przez biatka SMC. Prace prowadzone w roznych zespotach
badawczych pokazaty, iz ParB bierze udzial w rekrutacji kompleksow kondensyn SMC, co
wspomaga kondensacje DNA 1 zapewnia przestrzenng organizacj¢ chromosomu. Wiasciwa
organizacja i rozdziat powielonych, linowych chromosoméw podczas sporulacji u Streptomyces sa
kluczowe dla zagwarantowania przekazania pelnego materialu genetycznego komorkom
potomnym. Poznanie mechanizméw kontrolujacych zltozony cykl zyciowy tych bakterii jest
szczegolnie wazne ze wzgledu na ich zdolnosci do produkcji wielu cennych metabolitow majacych
zastosowanie w przemysle.

Gltownym celem pracy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Pawlikiewicz byto zbadanie wptywu
biatka SMC na tworzone kompleksy ParB z DNA oraz okreslenie roli oddzialywan
SMC/ParB/DNA w organizacji chromosomu S. venezuelae podczas sporulacji i kietkowania
zarodnikow. Przeprowadzone badania poszerzyly wiedz¢ na temat roli biatek SMC, ParB i ich
oddziatywan z DNA w prawidlowym przebiegu segregacji chromosomow S. venezuelae, jako
bakterii o ztozonym cyklu rozwojowym i przedstawiciela promieniowcow.

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Pawlikiewicz ma form¢ monografii liczacej 234 strony,
napisane] w jezyku polskim, ze streszczeniem w jezyku polskim 1 angielskim, z podzialem na
rozdziaty charakterystyczne dla opracowan naukowych opartych o badania eksperymentalne:
Streszczenie, Wstep, Cel pracy, Materialty i metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie,
Bibliografia oraz Wykaz skrotow. Tytul rozprawy doktorskiej oddaje poruszang tematyke i
odzwierciedla cele i zakres badan. Praca napisana jest klarownie, syntetycznie, stanowiac bardzo
ciekawa 1 wartosciowg lekture.

Wstep stanowi dobrze przemyslane wprowadzenie do tematyki podjetej w pracy badawczej
bedacej podstawa rozprawy doktorskiej. Na 23 stronach, w zwiezty sposdb Doktorantka opisata
zagadnienia zwigzane z organizacja chromosomu bakteryjnego w czasie cyklu komoérkowego,
mechanizmem dziatania biatek ParB, SMC i ich roli w oddziatywaniach z DNA. Wstep
wzbogacono rysunkami przedstawiajagcymi schematy budowy i dzialania badanych biatek, co
ulatwia zrozumienie procesOw, w ktore s3a zaangazowane. Osobny rozdziat poswigecono
charakterystyce bakterii z rodzaju Streptomyces, w szczegdlnosci ich cyklowi zyciowemu i
organizacji chromosomu w r6znych fazach wzrostu.

W rozdziale Materialy i metody Doktorantka zawarta wszystkie niezbedne informacje na

temat konstruktow, szczepow, buforéw, podlozy, starterow, odczynnikow, enzymow, aparatury,
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narz¢dzi bioinformatycznych wykorzystywanych w pracy, niezbednych do przeprowadzenia
eksperymentow i analiz. Co wazne, wykorzystywane do realizacji zadan badawczych metody
mikrobiologiczne, genetyczne 1 molekularne zostalty szczegdétowo opisane, umozliwiajac
odtworzenie warunkéw eksperymentow. Osobny rozdzial poswigcony zostal konstrukcji wektorow
I szczepow wykorzystywanych w pracy wraz z zatgczonymi pomocnymi pogladowymi schematami.
Warto podkresli¢, ze stosowane metody i techniki badawcze zostaly dobrze przemyslane,
umiejetnie zastosowane i $wiadcza o bardzo dobrym, nowoczesnym warsztacie metodycznym
Doktorantki.

Wyniki rozprawy doktorskiej opisane zostaty w 3 rozdziatach, z ktorych kazdy podzielony
zostal na mniejsze podrozdziaty systematyzujace poruszane kwestie. Wytaniaja si¢ trzy gtowne
nurty podjete w pracy badawczej zwigzane z okresleniem: roli biatka ParB w oddziatywaniach
SMC-DNA; wptywu SMC na kompleksy ParB oraz wpltywu SMC na organizacj¢ chromosomu
podczas cyklu zyciowego, w szczegdlnosci podczas kietkowania zarodnikow S. venezuelae.

Eksperymenty z wykorzystaniem FLAG-SMC i immunoprecypitacji chromatyny wykazaty
ponad 4000 miejsc wigzania SMC w genomie S. venezuelae, w tym ponad 1500 wspoélnych dla
dwoch badanych punktow czasowych reprezentujacych etapy roznicowania strzepki przed
rozpoczgciem procesu kondensacji i segregacji chromosomow (godzina 11) oraz po rozdziale
chromosomow (godzina 14). Pokazano, ze SMC wiaze si¢ z DNA juz na Wcze$niejszym etapie
réznicowania strzepki przed etapem kondensacji i segregacji chromosomoéow oddziatujac
rownomierne wzdtuz chromosomu. W p6zniejszym etapie roznicowania i wzrostu SMC wigze si¢
preferencyjnie w centralnej czg$ci chromosomu obejmujacej region oriC. Wykazano, ze biatko
ParB jest wymagane do rekrutacji biatka SMC do chromosomu S. venezuelae w pdznym etapie
réznicowania (14 godzina). Identyfikacja tak wielu miejsc wigzania SMC z DNA nasuwa pytanie o
ilos¢ biatka w komorkach, ktora zapewnia tak liczne interakcje, zardéwno biatka SMC, jak i ParB
oraz pytanie czy dostepno$¢ tych biatek zmienia si¢ w trakcie cyklu rozwojowego? W pracy
przedstawiono wyniki analiz detekcji biatek fuzyjnych ParB-HaloTag (s. 125) oraz FLAG-SMC (s.
167) potwierdzajac podobny poziom biatek W roznych punktach czasowych badanych szczepow.
Brak SMC nie wptywat na poziom biatka ParB w badanych warunkach - hodowle od 14 godziny
(Rys. 5.6; 5.7). Nasuwa si¢ jednak pytanie 0 godziny wczes$niejsze, szczegdlnie w kontekscie
okreslenia wptywu ParB na oddziatywanie SMC z DNA w przedstawionych wynikach z analiz
ChlIP-seq z hodowli 11-godzinnych (Rys. 5.2).

Wykorzystanie S. venezuelae jako organizmu modelowego umozliwito zbadanie lokalizacji i
dynamiki tworzonych kompleksow ParB w strzgpkach sporogennych w hodowlach ptynnych w
czasie rzeczywistym. Warto podkreslic, ze byly to pierwsze takie obserwacje z udziatem

przedstawiciela Streptomyces, gdyz wczesniejsze badania ParB w czasie rzeczywistym prowadzone
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byty w S. coelicolor i skupialy si¢ na wzroscie wegetatywnym. Do analiz wykorzystano szczep S.
venezuelae produkujacy ParB-HaloTag pod kontrola promotora indukowanego i dodatkowo
produkujacego FtsZ-YPet jako marker podzialu. Zaobserwowano nieregularnie rozmieszczone
kompleksy ParB-HaloTag widoczne podczas wydtuzania strzepek sporogennych, z jasnym
skupiskiem na wierzchotku strzepki. Po zatrzymaniu wydtuzania si¢ strzepek obserwowano
rownomiernie roztozone kompleksy ParB-HaloTag i pojawienie si¢ regularnie rozmieszczonych
pierscieni FtsZ. Kompleksy ParB oraz pierscienie FtsZ stopniowo zanikaty, az do calkowitego
rozpadu przed etapem wytworzenia zarodnikow.

W dalszym etapie sprawdzano czy obecnos¢ SMC wptywa na rozmieszczenie lub czas zycia
komplekséw ParB w czasie wydluzania strzepki i po zatrzymaniu jej wzrostu. Wykazano, ze brak
SMC nie wplywa na rozmieszczenie kompleksow ParB podczas wydluzania si¢ strzepki
sporogennej. Natomiast na etapie segregacji chromosoméw brak SMC nieznacznie skracat dystans
pomiedzy kompleksami ParB. Zaobserwowano takze, ze w szczepie pozbawionym SMC regularnie
rozmieszczone kompleksy ParB-HaloTag pojawiaty si¢ szybciej niz w szczepie kontrolnym i
rozpadaly si¢ wezesniej. Skrocit si¢ takze czas od zatrzymania wzrostu do wykrycia zarodnikow w
szczepie Asmc. Analizy podziatow komorkowych wykazaty natomiast, ze usunigcie SMC
nieznacznie opdznito moment wytworzenia przegrod poprzecznych w strzgpkach sporogennych.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze eliminacja SMC przyspiesza demontaz kompleksow ParB-Halotag
w komorkach sporogennych oraz wplywa na podzialy komorkowe.

W badaniach kompleksow ParB wykorzystano metode $ledzenia ruchliwosci pojedynczych
czasteczek biatka (SPT, ang. Single Particle Tracking) i mikroskopi¢ wysokorozdzielcza.
Wykazano, ze brak SMC nie wptynat na ruchliwos¢ czasteczek ParB-HaloTag na wczesnym etapie
rozwoju strzepek (17 godzina wzrostu) oraz w sporach w poréwnaniu do szczepu kontrolnego.
Natomiast w strzepkach na pozniejszym etapie roznicowania (22 godzina wzrostu) frakcja
nieruchomych czasteczek ParB-HaloTag w szczepie z delecjg genu smc byta o ponad 20 % wigksza
niz w szczepie kontrolnym. Nie byto to spowodowane opdznieniem w sporulacji, gdyz sprawdzono
réznicowanie szczepu kontrolnego i Asmc w hodowli ptynnej, wykazujac, iz w 22 godzinie rozwoju
strzepki, frakcja strzgpek zawierajacych kompleksy ParB-HaloTag w szczepie bez SMC, byta tylko
nieznacznie wyzsza niz w szczepie kontrolnym. Wigksza roznica w poroOwnywanym parametrze
widoczna byta w 28 godzinie réznicowania strzepki (Rys. 5.19B). Czym mozna jg wytlumaczyc¢ 1
czy jest istotna statystycznie?

Sprawdzono takze wydajnos¢ replikacji chromosomow wykorzystujac technike qPCR i
analiz¢ czestosci markerow regionu oriC i ramion (ori:arm) wyznaczajac ich stosunek podczas
rozwoju sporogennego w hodowlach 16 — 28 godzinnych szczepow kontrolnego i Asmc. Nie

zaobserwowano istotnej roéznicy w szybkosci replikacji chromosoméw migdzy badanymi
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szczepami. Analizowane parametry nie wyjasnialy zmniejszonej ruchliwos$¢ czasteczek ParB w
szczepie Asmc w 22 godzinie hodowli strzgpek sporogennych.

Zbadano takze ruchliwo$¢ pojedynczych czasteczek ParB podczas wczesnej fazy wzrostu
wegetatywnego S. venezuelae (5 godzina hodowli), analizujac ruchliwo$¢ ParB-HaloTag w
wierzchotkowym kompleksie ParB. W milodych komorkach wegetatywnych, podobnie jak w
poznych komoérkach sporogennych, brak SMC znaczgco zmniejszyt ruchliwo$¢ ParB-HaloTag, co
sugerowato obnizong dynamike ParB na biegunach komoérek wegetatywnych. Pokazano takze, iz w
szczepie Asmc nieruchome czasteczki ParB-HaloTag byty bardziej rozproszone.

Wykorzystano technik¢ FRAP i mikroskopi¢ konfokalna, aby zbadaé, czy biatko SMC
wplywa na dynamike wierzchotkowego kompleksu ParB-HaloTag. Przeprowadzone analizy
wykazaty zwiekszong dynamike kompleksu ParB-HaloTag w szczepie Asmc, co sugeruje wigcksza
dostepnos¢ czasteczek ParB do odbudowy kompleksu wierzchotkowego.

W kolejnym etapie pracy badano wptyw SMC na oddziatywanie bialka ParB z DNA w
szczepie dzikim oraz Asmc w mtodych komorkach wegetatywnych S. venezuelae (5 godzina
wzrostu) wykorzystujac technik¢ immunoprecypitacji chromatyny z przeciwciatami anty-ParB.
Zidentyfikowano 483 miejsca wigzania ParB do DNA w szczepie dzikim i 3789 w szczepie
pozbawionym SMC. W szczepie ASmc zaobserwowano dwukrotnie nizszg liczbg odczytow w
obszarze sekwencji parS w poréwnaniu do szczepu dzikiego, co sugerowato stabsze wigzanie ParB
do parS. Jednoczesnie brak SMC wyeliminowal wigzanie ParB do sekwencji sgsiadujgcych z
miejscami parS. Analiza nieswoistego wigzania ParB wykazata zwigkszong asocjacje ParB z DNA
w calej centralnej czgsci chromosomu w szczepie Asmc. Zaobserwowane zalezno$ci pomogly
wyjasni¢ wptyw SMC na dynamike kompleksu ParB i ruchliwo$¢ czasteczek ParB.

W ramach pracy doktorskiej zbadano takze wptyw SMC na aktywno$¢ hydrolityczng CTP
biatka ParB S. venezuelae. Potwierdzono, ze ParB wykazuje aktywno$¢ CTPazowg stymulowang
oddziatywaniem ParB z sekwencja parS. Obecnos¢ SMC hamowata aktywnos¢ CTPazowa ParB w
obecnosci DNA z parS. Zaleznosci te thumaczg zwigkszone wigzanie ParB do DNA oraz jego
rozprzestrzenianie si¢ poza parS w obecnosci SMC, gdyz aktywnos¢ CTPazowa wiaze si¢ ze
zwolnieniem ParB z DNA.

Poniewaz brak SMC powodowat zaburzenia organizacji chromosomu i jego upakowania do
zarodnikow przeprowadzono takze badania wpltywu SMC na organizacj¢ chromosomu podczas
kietkowania zarodnikow S. venezeuelae, a takze na wzrost strzgpek wegetatywnych w pierwszych

godzinach ich wydtuzania. Zaobserwowano, ze brak biatka SMC przyspiesza kietkowanie spor.



Zastosowanie techniki FROS z operatorami tetO i biatkiem TetR-mVenus, fuzji ParB-
HaloTag oraz DnaN-EGFP pozwolito na sledzenie lokalizacji regionu oriC, komplekséw ParB oraz
procesu replikacji chromosomu podczas kietkowania zarodnikéw S. venezeuelae. W szczepie Asmc
pierwszy kompleks FROS-52, ParB-HaloTag oraz DnaN-EGFP w nowo powstalej strzepce
pojawiaty sie pozniej w poréwnaniu ze szczepem kontrolnym. Jednak dtugos¢ strzepki w momencie
pojawienia si¢ kompleksow byta porownywalna w szczepie kontrolnym i Asmc, o sugeruje
Wolniejsze wydtuzanie si¢ strzepek pod nieobecnos¢ SMC. Badania przyrostu dtugosci strzgpki
potwierdzity, iz SMC moze mie¢ wptyw na szybkos¢ wydtuzania nowo powstatej strzepki i proces
kietkowania.

Wykazano wyzszy stosunek oriC:arm pomiedzy szczepem typu dzikiego a Asmc podczas
rozwoju wegetatywnego S. venezeuelae. Sugerowato to roznice w przebiegu replikacji
chromosomow, lecz wykluczono nadmierna replikacj¢ w szczepie pozbawionym SMC.

Badania wptywu SMC na lokalizacj¢ oriC w mtodych strzgpkach wegetatywnych wykazaty
natomiast zwickszong odlegtos¢ kompleksow FROS oraz ParB-HaloTag od wierzchotka strzepki w
szczepie Asmc w poréwnaniu ze szczepem kontrolnym. Analizy FROS sugerowaty takze zaburzong
organizacj¢ chromosomu w poblizu regionu oriC w szczepach Asmc. Wykazano, ze szczepy bez
SMC charakteryzowaty si¢ zwigkszong odlegtoscig regionu oriC od krawedzi nukleoidu.

W recenzowanej pracy doktorskiej wykorzystujac S. venezeuelae jako organizm modelowy,
ktory umozliwia §ledzenie ztozonego cyklu zyciowego w hodowlach ptynnych, w konsekwentny i
logiczny sposob przedstawiono charakterystyke oddziatywania biatka SMC z DNA i ich wptywu na
organizacj¢ chromosomu podczas cyklu zyciowego, w tym podczas kietkowania zarodnikow S.
venezuelae, a takze wplywu delecji Smc na tworzenie kompleksow ParB i organizacje¢ chromosomu
w regionie oriC w strzepkach wegetatywnych.

Na stawiane pytania i cele Doktorantka systematycznie odpowiadata dobrze zaplanowanymi
i zrealizowanymi badaniami in vivo i in vitro, ktérych wyniki pozwolily uzyskac osiagnigcie
postawionych celow. Mimo ogromnej ilo$ci materiatu do przedstawienia i przedyskutowania,
lektura rozprawy doktorskiej Pani Katarzyny Pawlikiewicz byta przyjemnoscig ze wzgledu na
klarowne i syntetyczne opracowanie wynikow, bardzo dobry wybor schematow, wykresow i zdjeé¢
obrazujacych najwazniejsze rezultaty badan znaczaco utatwiajacych ich analizg i percepcje.
Dobrano stosowne analizy statystyczne, ilos¢ powtorzen eksperymentow czy odpowiednie kontrole
umozliwiajace wysunigcie prawidtowych wnioskow. Uzyskane przez Doktorantke wyniki zostaty
takze znakomicie przedyskutowane w oparciu o aktualny stan wiedzy, w odniesieniu do
najnowszych osiagnie¢ i badan w poruszanej tematyce W rozdziale Dyskusja. Dyskusja podzielona
zostala na podrozdziatly, ktore dedykowane sg systematycznemu podsumowaniu i uméwieniu

uzyskanych wynikow w kontekscie doniesien literaturowych. Zadbano o odpowiedni dobor



cytowanej literatury. Co wazne podnoszone w dyskusji kwestie sugerujg takze dalsze kierunki
badan, ktore moga by¢ podjete w celu lepszego zrozumienia przedstawianych kwestii w kontekscie
ztozonego cyklu zyciowego S. venezeuelae i roli biatek SMC, ParB i ich oddziatywan z DNA.

W osobnym rozdziale ,,Podsumowanie” wypunktowano najwazniejsze wyniki uzyskane w

trakcie realizacji projektu doktorskiego, a ich doglebna analiza w odniesieniu takze do doniesien
literaturowych umozliwila zaproponowanie modelu pozytywnego sprzg¢zenia zwrotnego tadowania
SMC na kompleks ParB, a takze modelu obrazujacego wptyw SMC na organizacj¢ regionu oriC w
chromosomie w strzepce wegetatywnej S. venezuelae.

Uzyskane wyniki w recenzowanej rozprawie doktorskiej dostarczaja kluczowych informacji
na temat tworzenia kompleksu ParB z DNA i jego wspotdziatania z SMC u S. venezuelae. Po raz
pierwszy opisano jak SMC wplywa na kompleksy ParB i ich stabilnos¢. W kontekscie ztozonego
cyklu zyciowego Streptomyces pokazano réwniez wptyw SMC na organizacj¢ regionu oriC w
chromosomie w strzgpkach wegetatywnych, na migracj¢ chromosomu ze spory do powstajacej
podczas kietkowania strzgpki oraz na przebieg replikacji chromosoméw u S. venezuelae.

Opisane w recenzowanej rozprawie doktorskiej wyniki zawarte zostaly w dwoch
publikacjach: Szafran et al., 2021 oraz Pawlikiewicz et al., 2025, z ktorych druga, w ktorej
Doktorantka jest pierwszym autorem zostata wystana do recenz;ji.

Z obowigzku recenzenta przedstawiam list¢ zauwazonych nie$cistosci, brakow,
niedociggni¢¢ jezykowych, literowych, stylistycznych, nomenklaturowych, edytorskich, itp.:

- S. 46, Tabela 4.2 — opis szczepow z fuzja flag-smc — dla szczepu TM019 smc-flag w opisie,
podobnie s. 167; zamiennie pojawia si¢ FLAG-SMC i SMC-FLAG i dalej str. 168 opis szczepu
TMO019; podobnie w opisie np. Rys. 5.27, s. 165; s. 168; s. 188; s. 208;

- 5. 116 — na rys. 5.2 warto byloby oznaczy¢ pozycje regionu oriC;

- 5. 120, 121 — dwukrotnie ,,KP009, KP009 oraz KP010” zamiast ,,KP008, KP009 oraz KP010”;
-5.122, opis Rys.5.5 — w opisie $ciezek widnieje MD020 jako AparB szczep, a w opisie figury
MDO030?

- 5.127 - btedne odwotanie do Tabeli 4.5.2.1, powinno by¢ Tabela 4.11;

- gdzieniegdzie w pracy wystepuja literowki, btedy gramatyczne 1 wynikajace z nich btedy
stylistyczne.

Nalezy jednak podkresli¢, ze wypunktowane niedociagnigcia, braki, btedy nie umniejszaja
bardzo wysokiej, zdecydowanie pozytywnej ocenie rozprawy doktorskiej 1 uzyskanych wynikoéw
przez Panig mgr Katarzyne Pawlikiewicz.

Mam kilka pytan, kwestii, ktore nasungty si¢ po lekturze tej rozprawy, ktore zamieszczam

ponizej, proszac Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do nich podczas obrony:



1/ Czy mozna przewidzie¢ czy biatko ParB bedzie niezbedne do oddziatywania SMC z DNA w
punkcie czasowym 11 godzin, reprezentujacym etap wzrostu przed kondensacjg i rozdzialem
chromosomow? Dlaczego nie badano poziomu biatka ParB-HaloTag w pkt. czasowym 11 godzin
wzrostu?

2/ Czy badano jaki jest poziom ekspresji smc (flag-smc?) w szczepie AparB S. venezuelae?

3/ Komplementacja szczepu Asmc w szczepie TM019 z wykorzystaniem fuzji smc-flag (tak
zapisano w opisach figur np. Rys. 5.29, 5.43, ale czy nie powinno by¢ flag-smc) nie prowadzita do
petnego odtworzenia cech szczepu dzikiego. Czym mozna to wytlumaczy¢? Poprosze o komentarz.
W pracy pojawiajg si¢ w opisach nazwy FLAG-SMC, jak i SMC-FLAG stosowane zamiennie dla
opisania fuzji produkowanej w szczepie TM019, np. Rys. 5.28. Dotgczenie znacznika do N- lub C-
konca biatka moze mie¢ wptyw na jego funkcjonowanie. Doprecyzowanie jaka fuzje
wykorzystywano w badaniach jest tym samym kluczowe dla interpretacji wynikow badan.

4/ Nawiazujac do poprzedniego zagadnienia dlaczego zdecydowano si¢ wykorzystac¢ fuzje FLAG-
SMC, a nie SMC-FLAG w prowadzonych badaniach?

5/' W jakich punktach czasowych hodowli zbierano materiat do analiz przedstawionych na Rys. 5.3;
5.4; 5.5? Jak wyjasni¢ nizszy poziom detekcji ParB-HaloTag w szczepie KP0O0O7 w poréwnaniu z
WT, obecnos¢ dzikiej formy ParB w szczepie KP006 oraz nizszy poziom detekcji ParB w szczepie
TMO010 w porownaniu z WT na Rys. 5.3A?

5/ Przeprowadzone analizy wskazujg na podobne tempo wzrostu i roznicowania wigkszo$ci
szczepOw wykorzystywanych w pracy, jedynie szczepy pozbawione smc (TMO010, KP007) rosty
nieznacznie szybciej w porownaniu do szczepu typu dzikiego. Jak to mozna wyttumaczy¢?

6/ W szczepie pozbawionym SMC regularnie rozmieszczone kompleksy ParB-HaloTag pojawiaty
si¢ szybciej niz w szczepie kontrolnym 1 rozpadaly si¢ wcze$niej. Skrocil si¢ takze czas od
zatrzymania wzrostu do wykrycia zarodnikow w szczepie Asmc. Nasuwa si¢ pytanie czy nie nalezy
odnies¢ tego faktu do tempa wzrostu badanych szczepow, ktore jak zaobserwowano (Rys. 5.17)
byto szybsze dla szczepu ASmc w poréwnaniu ze szczepem kontrolnym?

7/ Czy istnieje biologiczne, funkcjonalne wyjasnienie dlaczego nie udalo si¢ skonstruowaé szczepu
produkujacego biatko FtsZ-YPet oraz ParB-HaloTag pod kontrolg natywnych promotorow?

8/ Czy rozwazano skonstruowanie szczepu S. venezuelae produkujacego wyznakowane biatka ParB,
SMC, FtsZ (np. FtsZ-YPet, ParB-HaloTag, mVenus-SMC lub wykorzystujac inne znaczniki), by
sledzi¢ jednoczesnie ich lokalizacj¢ w trakcie cyklu zyciowego bakterii?

Podsumowujac, warto podkresli¢, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi

znaczacy wklad w rozwoj dyscypliny. Bardzo wysoko oceniam warto$¢ merytoryczng wynikow
prezentowanych w pracy. Kluczowe dla osiggni¢cia postawionego na wstepie celu byto

zastosowanie przez Doktorantke réznych, nowoczesnych podejs¢ eksperymentalnych. Uzyskane
8



wyniki ujawniajg zaangazowanie, samodzielno$¢ i duza wiedze Doktorantki, tak w zakresie
poruszanych zagadnien naukowych, jak i stosowanych metod, co potwierdza umiejg¢tnosci i
gotowos¢ Pani mgr Katarzyny Pawlikiewicz do prowadzenia samodzielnej pracy naukowej. Podjete
w rozprawie doktorskiej zagadnienia badawcze i uzyskane oryginalne wyniki charakteryzuja si¢
wysokimi walorami poznawczymi, naukowymi, takze o mozliwym znaczeniu aplikacyjnym.
Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w stosownej ustawie (Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce Dz.U. 2018 poz. 1668 z p6zn. zm.). Z pelnym przekonaniem i poparciem
zwracam si¢ z wnioskiem do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Wroctawskiego 0 dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Pawlikiewicz do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Z uwagi na wysoki poziom naukowy prezentowanej rozprawy, zastosowane réznorodne,
nowoczesne metody oraz poznawcze i potencjalnie praktyczne znaczenie przedstawionych
wynikow, a takze fakt, iz stanowig one podstawe dwoch niezaleznych manuskryptow, wnioskuje do
Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o nagrodzenie

. igned by

rozprawy stosownym wyroznieniem gd 2d by /
odpisano przez:

Aneta Agnieszka

Bartosik

Instytut Biochemii i

Biofizyki PAN

Date / Data:
2025-05-05 16:14

Dr hab. Aneta Bartosik



		2025-05-05T16:14:23+0200




