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Recenzja rozprawy doktorskiej Katarzyny Pawlikiewicz

Rozprawa doktorska zatytutowana ,Rola kondensyny SMC w organizacji chromosomu
Streptomyces venezuelae podczas sporulacji i kietkowania zarodnikéw” zostata przygotowana
przez Panig mgr Katarzyne Pawlikiewicz pod opiekg promotorska prof. dr hab. Dagmary
Jakimowicz. Praca zostata przedtozona Radzie Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Wroctawskiego.

Gtéwnym celem pracy badawczej przedstawionej w niniejszej dysertacji jest opisanie interakji
kondensyny SMC i biatka segregacyjnego ParB oraz rola SMC w segregacji chromosomu. Wyniki
przedstawione w pracy sg nowe, czesciowo juz opublikowane i stanowia uzupetnienie badan
dotychczas publikowanych przez grupe profesor Jakimowicz.

Praca doktorska mgr Katarzyny Pawlikiewicz zostata napisana w jezyku polskim. Tres¢ pracy jest
zgodna z tematem wskazanym w tytule. Uktad tresci jest wtasciwy i prawidtowy dla danego
formatu. Praca jest standardowo podzielona na kilka gtéwnych rozdziatéw: Streszczenie, Wstep,
Cele Pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja i Podsumowanie. Autorka wykorzystat obszerng
bibliografie odwotujaca sie do 170 artykutéw naukowych. Autorka stosuje w pracy odpowiedni
dla tego formatu jezyk i terminologie. Spis tresci przygotowany jest prawidtowo. W pracy brakuje
listy rycin. Praca jest przejrzysta, rzeczowa oraz starannie przygotowana. Tekst opatrzony jest 72
rycinami i 39 tabelami. Ryciny sa starannie przygotowane, opisy na nich umieszczone s czytelne.
Bibliografia zostata odpowiednio uzyta w tekscie i we wtasciwy sposdb uzyta do dyskusji
wynikow.

Pierwszy rozdziat, Wstep, autorka rozpoczyna zwieztym opisem jak chromosomy s3
zorganizowane w komérkach bakteryjnych na roznych etapach Zzycia komorki. Autorka
wprowadza pojecia topoizomerazy, kondensyn i biatek NAP, dyskutuje lokalizacje regiondw oriC
i ter oraz same procesy replikacji i segregacji nukleosoméw u réznych bakterii. Nastgpnie, autorka
przybliza budowe, funkcje i mechanizm dziatania biatek ParB i kondensyny SMC, ich rolg w
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organizacji chromosomu bakteryjnego. W drugiej czedci wstepu autorka przybliza organizm
modelowy, na ktérym pracuje - bakterie Streptomyces - ich cykl zyciowy, budowe i organizacje
chromosomu.

Nastepnie, autorka przedstawia szczegétowy Cel pracy, ktérego zadaniem jest badanie interakji
biatek SMC, ParB w organizacji chromosomu podczas sporulacji i kietkowania u Streptomyces
venezuelae.

W rozdziale Materiaty i Metody, autorka podaje listy szczepéw bakteryjnych, plazmidéw i
kosmidéw, oligonukleotydéw, odczynnikdw, kitéw, enzymow, przeciwciat, barwnikow
fluorescencyjnych i ligandéw, ztéz chromatograficznych, unikalnych plastikéw, liste sprzetu i
oprogramowania, ktére uiyto do prowadzenia badan, antybiotykéw, pozywek do hodowli
bakterii. W czesci opisujacej Metody, autorka opisuje protokoty, z ktérych korzystat w celu
realizacji zadai badawczych. Opisane sa migdzy innymi procedury hodowli bakterii, indukgji
sporulacji, kietkowania, zbierania spor, przygotowania szczepdw bakterii, oczyszczania biatek,
immunoprecypitacji chromatyny, ilosciowych reakcji qPCR oraz techniki mikroskopowe
wykorzystane w czasie prowadzenia badan. Rozdziat jest przygotowany z ogromng starannoscia,
uwzglednione sa szczegdtowe procedury.

Sekcje Wyniki autorka rozpoczyna opisem przygotowania i optymalizacji eksperymentu
immunoprecypitacji chromatyny (ChIP-seq) w celu badania oddziatywan biatka SMC z DNA w
szczepie dzikim i mutancie pozbawionym ParB. Autorka pokazuje dystrybucje SMC na
chromosomie na weczesnych i péznych etapach réznicowania. Pokazuje réwniez, ze ParB jest
niezbedne do rekrutacji SMC do chromosomu. W kolejnym etapie, autorka bada wptyw SMC na
pozycjonowanie i dynamike komplekséw ParB. Wykorzystuje do tego celu ParB z HaloTag'iem w
miejscu natywnym w genomu, ktérego przygotowanie szczegbtowo prezentuje w kolejnych
sekcjach. Autorka prowadzi obserwacje mikroskopowe fluorescencyjnie znakowanego biatka
ParB w szczepie dzikim oraz mutantach pokazujac tworzenie sig skupisk komplekséw ParB w
komérkach S. venezueale. Nastepnie, wykorzystujac znakowane ParB, autorka analizuje
mikroskopowo segregacje chromosoméw oraz podziaty komorkowe (tworzenie przegrod
poprzecznych) w szeregu mutantéw (delecja para, parB albo smc) w czasie tworzenia
sporulujacych strzepek. W kolejnych analizach, prowadzona byta obserwacja dynamiki ParB w
czasie wydtuzania i tworzenia sporogennych strzepek w szczepie dzikim S. venezueale.

W drugiej czeéci sekcji Wynikéw, autorka skupia sie roli kondensyn SMC na wzrost strzepek i
podziaty komérkowe strzepek sporulujacych wykorzystujac szczep S. venezueale pozbawionym
smc oraz z HaloTag’owanym ParB. Analizuje wydtuzanie strzepek, rozmieszczenie kompleksow
ParB oraz ich dynamike, podziaty komérkowe sporogennych strzepek. Autorka sprawdzata
réwniez dynamike ParB w komérkach wegetatywnych. Pokazano, ze brak kondensyny SMC
zmniejsza ruchliwoé¢ ParB oraz zmniejsza stabilno$¢ kompleksu ParB. W kolejnych krokach,
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autorka badata wptyw kondensyny na wigzanie ParB do chromosomu potwierdzajac w szczepie
dzikim wiazanie ParB do regiondw parS, oraz pokazuje, ze brak kondensyny SMC zmniejsza
specyficzno$é wigzania ParB do DNA (do regiondw pars).

Biatko ParB wykorzystuje hydrolize CTP do uwolnienia z DNA. Autorka zbadata aktywnosc
CTPazowa ParB i potwierdzita hydrolize CTP stymulowang przez oddziatywanie ParB z sekwencja
parS, natomiast w obecnoéci kondensyny SMC hamuje ta aktywnosc, zgodnie z obserwacja, ze
ParB, w obecnosci SMC wykazuje zwiekszone wigzanie i rozprzestrzenianie na DNA.

W kolejnym czesci Wynikéw autorka bada role kondensyny SMC na organizacje chromosomu
podczas kietkowania. Komérki pozbawione SMC kietkuja szybciej niz komérki szczepu dzikiego.
Nastepnie, autorka $ledzita role SMC na lokalizacje regionu oriC wykorzystujac do tego technike
FROS z tetR, TetO w poblizu oriC. Autorka obserwowata réwniez lokalizacje biatka ParB oraz
replisomu w kietkujacych komdrkach szczepu dzikiego oraz pozbawionego smc. Analogiczne
eksperymenty byty prowadzone réwniez w komérkach wegetatywnych.

W Dyskusji autorka rozwaza role biatek organizujacych chromosom u Streptomyces w réznych
fazach ich cyklu komérkowego w kontekécie danych literaturowych oraz uzyskanych wynikow.
Podkreéla, ze potwierdzita role biatka ParB dla wiagzania kondensyny SMC do chromosomu.
Opisata role SMC w pozycjonowaniu i dynamice komplekséw ParC w czasie sporulacji oraz opisata
udziat SMC w organizacji regionu oriC chromosomu w czasie kietkowania zarodnikéw. Autorka
szczegdtowo dyskutuje otrzymane wyniki w odniesieniu do danych literaturowych. W
Podsumowaniu autorka przedstawia szkice modeli oddziatywania kondensyny SMC i kompleksow
ParB.

Komentarz merytoryczny:

Praca doktorska przedstawiona przez Panig mgr Katarzyne Pawlikiewicz jest przygotowana
starannie, wszystkie procedury, rezultaty sg opisane starannie. Mam jedynie drobne uwagi:

= Na wielu rycinach bakterie s3 przedstawiane z réznym przyblizeniem. Analiza i $ledzenie
wynikéw bytyby tatwiejsza, gdyby skala na zdjeciach byta ujednolicona (w obrebie jednej
ryciny).
Przedtozona mi do oceny prace oceniam pozytywnie. Autorka prawidtowo planuje
eksperymenty i wycigga wnioski. Wyniki stanowig znaczacy wktad w rozumienie organizacji
chromosomu w czasie sporulacjii kietkowania u Streptomyces venezuelae. Wiele opublikowanych
badan nad organizacja chromosoméw u bakterii dotyczy bakterii dzielgcych sie wegetatywnie na
dwie komérki potomne. W niniejszej pracy autorka znaczaco poszerza nasza wiedzeg. Wyniki
przedstawione przez Panig Pawlikiewicz, dotyczace sporulacji i kietkowania, s oryginalne, nowe,
zaprezentowane przejrzyscie, z uwzglednieniem odpowiednich kontroli. Cze$¢ wynikow jest juz
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opublikowana w bardzo dobrych czasopismach i mozna sie spodziewac kolejnej publikacji. Praca
jest bardzo ambitna i bardzo dobrze przygotowana.

Stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr Katarzyny Pawlikiewicz spetnia warunki okreslone w
artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z2024r.
poz. 1571 ze zm.).

Zwracam sie do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o
dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Pawlikiewicz do dalszych etapdw postgpowania o nadanie
stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
Jednoczednie ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny wnioskuje o wyroZnienie pracy
doktorskiej Pani Katarzyny Pawlikiewicz .

Dr hab. Agata Starosta

ot Chraopt
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