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Ocena pracy doktorskiej mgr Martyny Gongerowskiej-Jac pt.: ”Wspéldzialanie
topoizomeraz i bialek wigzacych DNA w Kkontrolowaniu topologii

chromosomu, regulacji transkrypcji i odpowiedzi na stres u Streptomyces”.

Chromosom bakteryjny musi by¢ upakowany przynajmniej 1000-krotnie aby mogt
zmiesci¢ si¢ w niewielkich rozmiaréw komorkach bakteryjnych. Biorac pod uwage fakt, ze
zazwycza] nukleoid zajmuje tylko czes¢ komorki a w wielu intensywnie dzielacych sie
komorkach wystepuje wigcej niz jedna kopia chromosomu, rzeczywiste upakowanie materiatu
genetycznego jest jeszcze bardziej znaczgce. Silna kondensacja materiatu genetycznego nie
moze jednak doprowadzi¢ do zaburzenia podstawowych dla komérki proceséw takich jak
replikacja, transkrypcja czy naprawy DNA, ktore wymagaja przynajmniej lokalnej relaksaciji
DNA. Za wlasciwe upakowanie bakteryjnego DNA odpowiada superskrecenie podwojnej helisy
regulowane przez topoizomerazy. W utrzymanie prawidtowej topologii nukleoidu zaangazowane
sa takze biatka NAP oraz SMC a ich wspoldzialanie czy wspotregulacja sa procesami weiaz
mato poznanymi. W tym kontekscie w petni uzasadnionym oraz niezwykle cickawym wydaje sie
cel pracy postawiony przed Doktorantka zmierzajacy do identyfikacji biatek wspéldziatajacych z
topoizomeraza I w kontrolowaniu topologii chromosomu oraz regulowaniu transkrypcji genow
zaleznych od topologii DNA. Ze wzgledu na ogromne do$wiadczenie oraz osiagniecia
promotora pracy Pani prof. dr hab. Dagmary Jakimowicz w badaniach bakterii z rodzaju
Streptomyces oparcie badafn na tym modelu badawczym réwniez nalezy uzna¢ za dobrze

przemyslana decyzje.

Uklad tekstu rozprawy jest tradycyjny, czes¢ do$wiadczalna jest poprzedzona dobrze

przemyslanym wstgpem literaturowym, obrazujacym obecny stan wiedzy dotyczacy topologii
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chromosomu bakteryjnego, bakteryjnych topoizomeraz, regulacji ekspresji gendw w tym gendw
ktorych ekspresja jest regulowana stanem superskrecenia DNA. Ze wzgledu na wybrany model
badawczy obszerna czg$¢ wstepu poswigcona zostala bakteriom z rodzaju Strepromyces w tym
ich cyklu zyciowemu z uwzglednieniem topologii chromosoméw, funkcji i regulacji poziomu
topoizomerazy I czy roli topologii chromosomu w ekspresji genéw u tych bakterii.

Wstep pracy jest napisany bardzo ftadnym, przejrzystym jezykiem naukowym
dostarczajgcym  czytelnikowi wszystkich informacji koniecznych dla wlasciwej oceny
pozostatych czesci pracy. Dobor zagadniefi omawianych we ,,Wstepie” pracy jest rowniez
gigboko przemyslany i $cisle zwigzany z prezentowanymi w dalszych rozdziatach wynikami
wlasnymi Doktorantki.

Opisujac mechanizmy regulacji genéw u bakterii Pani Martyna opisuje m.in. systemy
dwuskladnikowe stusznie zauwazajac, Zze zazwyczaj skladaja sic one z bialka sensorowego
bedacego  kinaza  histydynowa oraz regulatora odpowiedzi bedacego czynnikiem
transkrypcyjnym. W tym miejscu prosilbym Doktorantke o uzupelnienie dotyczace innych
mniej typowych systeméw dwuskladnikowych, ktérych bialko regulatorowe nie jest
czynnikiem transkrypeyjnym. Czy systemy takie identyfikowano u promieniowcéw, jaka
funkcje¢ moze pelni¢ takie niekanoniczne bialko odpowiedzi ?

W rozdziale ,Materialy i Metody” autorka zapoznaje czytelnika z zastosowana
metodologia badan. Wszystkie wykorzystywane procedury sa dokladnie opisane w sposob
umozliwiajacy ich odtworzenie w innym laboratorium. Na szczegdlng uwage zastuguje
bogactwo metodyczne pracy. Doktorantka z powodzeniem stosuje metody hodowlane w tym z
zastosowaniem ukladow reporterowych, mikroskopowe, metody inzynierii genetycznej, metody
skriningowe w postaci mutagenezy transpozonowej, ukierunkowang rekombinacje szczepOow
Streptomyces, czy tez globalne analizy transkryptomiczne. Wszystkie przeprowadzone
eksperymenty maja wlasciwe uktady kontrolne nie pozostawiajace watpliwosci co do wartosci
uzyskanych wynikow.

Czes¢ eksperymentalng autorka rozpoczgla od zastosowania losowej mutagenezy
transpozonowej dla poszukiwania biatek regulujacych transkrypcje genu topA u S. coelicolor. W
tym celu Doktorantka przygotowala system reporterowy pozwalajacy na badanie aktywnosci
promotorow fopA w czasie hodowli w zaleznosci od tla genetycznego danego szczepu, przede

wszystkim od stopnia superskrecenia DNA. Szczep reporterowy zostal poddany mutagenezie
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transpozonowej a uzyskana biblioteka w postaci 8 300 kolonii zostala poddana analizie pod
katem intensywnosci luminescencji w poszukiwaniu pozytywnych i negatywnych regulatorow
transkrypcji fopA. Jeden z 14 mutantéw o obnizonej fluorescencji charakteryzowat sie
obnizonym o 50% poziomem biatka TopA i zostal szczegdlowo przeanalizowany. W mutancie
tym zidentyfikowano miejsce insercji w obrgbie genu sco4804 kodujacego biatko o nieznanej
funkeji i podlegajacego silnej indukcji w warunkach wysokiego superskrecenia DNA.
Wykazano, Ze inaktywacja lub nadekspresja sco4804 nie wptywa znaczaco na superskrecenie
chromosomu, lecz nadprodukcja SCO4804 aktywuje transkrypcje genu fopA. Przeprowadzone
badania pozwolily wigc zidentyfikowaé¢ nowy czynnik regulatorowy zaangazowany w
utrzymaniu homeostazy topologicznej u Streptomyces. Otwarte pozostaje pytanie czy wplyw
SCO4804 na promotor fopA jest bezposredni czy tez nastepuje za posrednictwem innych bialek
regulatorowych. Czy obserwowany fenotyp w mutancie transpozonowym nie wynika
przynajmniej czgsciowo z mozliwego efektu polarnego tym bardziej, ze geny sasiadujace sa
rowniez indukowane w warunkach wysokiego superskrecenia DNA a jeden z nich (sco4803)
zawiera domene interakeji z sigma54 (Sigma-54 interaction domain). Prositbym Doktorantke o
komentarz do powyzszych przemyslen. Ciekawy jestem réwniez czy przy analizie
mutantéw z wyciszong luminescencja identyfikowano kolonie falszywie pozytywne
wynikajace np. z akumulacji mutacji w genach /ux.

W dalszej czesci pracy Doktorantka poszukiwala supresoréw deplecji TopA. W tym
przypadku réwniez zastosowano mutagenez¢ transpozonowa oraz wykorzystano zjawisko
catkowitego zahamowania sporulacji w komorkach S. coelicolor z obnizonym poziomem
topoizomerazy 1. Do mutagenezy wykorzystano wigc szczep niesporylujacy z obnizonym
poziomem TopA poszukujac mutantow ktore odzyskaly zdolnosé do sporulacji. Sposrod 8000
przebadanych klonéw 14 posiadato pozadany fenotyp a 7 z nich zostalo pozytywnie
zweryfikowanych w analizach mikroskopowych. W uzyskanych mutantach identyfikowano
miejsce integracji transpozonu oraz wykonano analizy wzrostu. Geny w obrebie ktérych
identyfikowano transpozon inaktywowano takze w spos6b ukierunkowany w szczepie
wyjsciowym potwierdzajac w ten sposob zalezno$¢ pomiedzy inaktywacja genu a uzyskanym
fenotypem. Jeden z badanych mutantéw posiadal integracje transpozonu w genie sco43514
kodujacym biatko blonowe, mutant uzyskal zdolno$¢ do sporulacji, charakteryzowal sig

przyspieszonym tempem wzrostu a usunigcie genu sco45/4 dawalo podobny fenotyp.
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Trudniejsze w interpretacji byty wyniki uzyskane dla innych mutantéw noszacych transpozon w
genie thiC, sco7032, rhsA czy tez powyzej genéw parA lub Isr2. Nawet w przypadku genow,
ktorych produkty maja udowodniona role w topologii DNA czy segregacji chromosoméw trudno
bylo odtworzy¢ uzyskany efekt transpozycji w szczepie kontrolnym. W przypadku transpozycji
powyzej genu parA nie zaobserwowano wplywu insercji na poziom transkrypcji genéw operonu.
Bardzo interesujgce wyniki uzyskano dla mutanta noszacego podwéjna transpozycie w genie
5¢03390 oraz sco2474. Gen sco3390 koduje kinaze histydynows, ktora prawdopodobnie
wspélnie z produktem genu sco3389 tworzy system dwuskladnikowy. Konstrukcja szeregu
mutantow pozbawionych genow sco3390/sc03389 jak i z ich nadprodukcja wykazata wplyw
badanego systemu 2CS na wzrost oraz sporulacj¢ szczepu dzikiego oraz mutanta o obnizonym
poziomie TopA. Wyniki otrzymane w globalnych analizach transkryptomicznych wskazuja, ze
zidentyfikowany system dwuskladnikowy reguluje ekspresj¢ genéw regionu shc w sposob
niezalezny od superskrgcenia DNA. Aktywacja transkrypcji genéw tego regionu przyczynia sie
do zahamowania wzrostu oraz op6znienia sporulacji. W tym kontekscie interesujace sa rowniez
analizy innego mutanta transpozonowego o odzyskanej zdolno$ci do sporulacji noszacego
insercj¢ w genie ris4 znajdujacym si¢ rowniez w regionie shc. Insercja transpozonu a takze
kasety hygromycynowej w tym loci powodowaly obnizenie poziomu transkrypcji genow regionu
she. Regulator odpowiedzi w systemach dwukomponentowych ulega aktywacji poprzez
fosforylacje. Proces fosforylacji jest indukowany przez okreslony sygnat $rodowiska. Dlatego
tez nadprodukcja biatka regulatorowego i badanie efektu tej nadprodukcji na poziomie
transkryptomicznym bez wiedzy na temat jego fosforylacji moze mie¢ ograniczone
zastosowanie. Czy planowane jest uzupelnienie przeprowadzonych, niezwykle bogatych
analiz transkryptomicznych o uklad kontrolny gdzie bialko regulatorowe nie mogloby
ulega¢ fosforylacji ? Czy Doktorantka, lub nastepcy, planujg zidentyfikowaé sekwencje
konsensusowg dla wigzania badanego bialka regulatorowego w promotorach genéw o
zmienionej ekspresji ? Czy podjete zostaly proby badania oddzialywan pomiedzy badanym
bialkiem regulatorowym a wybranymi promotorami genéw (np. wlasnym czy 2CS z
regionu shc) ?

Dyskusja pracy zostala napisana profesjonalnie, ze znakomitg znajomoscia tematu, a
Doktorantka w sposob krytyczny odnosi uzyskane przez siebie wyniki do danych literaturowych.

Szczegdlnie pomocne dla czytelnika sa zamieszczone w tej czesci pracy schematy i ryciny



INSTYTUT Instytut Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk
| B Sttt S i

w todzi

93-232 Lodz tel.: 042 2723610 e-mail: jdziadek@cbm.pan.pl
ul. Lodowa 106 fax.:042 2723630 www.cbm.pan.pl

BiolMed

obrazujagce omawiane zagadnienia. Wnioski wyciagnicte przez Doktorantke i zamieszczone w
rozdziale Wyniki (przy podsumowaniu poszczegélnych rozdzialéw) oraz w Podsumowaniu
pracy maja silne podstawy w prezentowanych wynikach i mozna uznaé je jako w pelni
uprawnione. Zabraklo mi moze wydzielenia Wnioskéw jako syntetycznego podsumowania

najwazniejszych osiggnie¢ Doktorantki.

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z pracg doktorska Pani mgr Martyny Gongerowskiej-Jac
uwazam, ze ambitne cele rozprawy doktorskiej zostaly w pelni osiagniete a uzyskane wyniki
nalezy uzna¢ za oryginalne i bardzo warto$ciowe. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji
Rozprawa Doktorska odpowiada warunkom ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym
(zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 30 stycznia 2018
roku poz. 261 w sprawie szczegélowego trybu i warunkéw przeprowadzenia czynnosci w
przewodzie doktorskim) a dorobek naukowy kandydatki uzasadnia nadanie stopnia naukowego
doktora nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauk biologicznych.

Wnosz¢ do Rady Wydziatlu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na bogactwo metodyczne pracy, ogrom uzyskanych wynikéw, doskonatosé
naukowa przeprowadzonych eksperymentow oraz $wietnie przygotowana dokumentacje badan

wnoszg¢ do Wysokiej Rady o nagrodzenie Doktorantki przewidziana w regulaminie nagroda.
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