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odbedzie sie publiczna obrona rozprawy doktorskiej
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,Rola biatka ParA w segregacji chromosomow i podziale
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Promotor dr hab. Dagmara Jakimowicz
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Praca do wgladu znajduje sie w bibliotece Wydziatu Biotechnologii przy
ul.Przybyszewskiego 63
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Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Zaktad Genetyki Drobnoustrojow

Lo6dz, 2012. 04. 18

Ocena pracy doktorskiej mgr Katarzyny Gindy
pt. ,,Rola bialka ParA w segregacji chromosomoéw i podziale komérkowym
Mycobacterium smegmatis”

Temat i cele pracy

Praca doktorska mgr Katarzyny Gindy zostala zrealizowana w calosci w Zaktadzie Mikrobiologii
Molekularnej na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem dr hab. Dagmary
Jakimowicz, w ramach duzego projektu badawczego Wroctawskiego Centrum Badan EIT+ pt.
,.Mechanizmy replikacji i segregacji chromosoméw bakteryjnych - poszukiwanie nowych celow w terapii
skierowanej przeciwko okreslonym patogenom Helicobacter pylorii i Mycobacterium tuberculosis™.

Temat i cele pracy doktorskiej mgr Katarzyny Gindy mieszcza si¢ w gtéwnym kierunku znanych w
Europie i w Swiecie poszukiwan naukowych Zespotoéw prof. dr hab. Jolanty Zakrzewskiej - Czerwinskiej i
dr hab. Dagmary Jakimowicz z Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego oraz prof. dr hab.
Jarostawa Dziadka z Instytutu Biologii Medycznej PAN w Lodzi, owocnie wspolpracujgcych w
molekularnych badaniach kwasoodpornych pratkéw. Kierunkowym celem tych badan poznawczych jest
poszukiwanie i identyfikacja tarcz molekularnych dla syntezy nowych lekow, ktore bylyby skuteczne w
terapii ludzi zakazonych szczepami/klonami Mycobacterium tuberculosis opornymi na dotychczas
stosowane tuberkulostatyki. Nalezy w tym miejscu doda¢, ze od bardzo wielu lat nie wprowadzono do
leczenia gruzlicy, niestety, nowych lekdw, a stad wciaz narasta zagrozenie zwigzane z pojawianiem si¢ i
transmisjg szczepow/klonow opornych na wigkszos¢, a nawet wszystkie dotychczas stosowane leki w
leczeniu gruzlicy. Cele pracy doktorskiej mgr Katarzyny Gindy zostaty podporzadkowane wyjasnieniu W
jakim stopniu gen parA i jego produkt biatko ParA sg istotne badz niezbedne dla prawidlowej segregacji
chromosoméw w komorkach kwasoopornych pratkow. Badania przeprowadzono na modelu nie
patogennych, szybkorosngcych komorek Mycobacterium smegmatis, gatunku filogenetycznie pokrewnego
patogennym bakteriom Mycobacterium tuberculosis oraz Mycobacterium leprae. W uzasadnieniu celu
pracy Doktorantka pisze, ze ,,u wigekszosci bakterii segregacja zachodzi w sposob aktywny z udziatem bialek
ParA (ATPazy) i biatka ParB (biatka wigzgcego DNA)™ i dalej stwierdza ,,jak dotgd opisano jedynie udziat
biatka ParB w cyklu Zyciowym i segregacji chromosomow w komorkach M. smegmatis”. Co wigcej,
waznym, dodatkowym uzasadnieniem dla podjecia badan roli biologicznej biatka ParA na modelu
Mycobacterium smegmatis byly dane literaturowe z 2010 roku wskazujace, ze obnizenie poziomu tego
bialka prowadzi do znacznego spowolnienia wzrostu. Podzielam poglad Doktorantki, ze blizsze poznanie
udzialu tego biatka wcyklu rozwojowych mykobakterii moze stworzy¢ szans¢ na opracowanie
specyficznych inhibitoréw, dla ktérych celem molekularnym bytoby biatko ParA. Ten ambitny cel
kierunkowy realizowano przy zastosowaniu nowoczesnego warsztatu naukowego, ktéry wspotczesnie jest
wprzegany W wazne badania poznawcze w dziedzinie inzynierii genetycznej i biologii molekularnej
bakterii, w tym tak trudnych obiektow jakimi sg bakterie z rodzaju Mycobacterium.

Dobrze przemys$lane cele czastkowe pracy sprowadzaty si¢ do:



- Po pierwsze, ustalenia, wphywu inaktywacji (delecji) genu parA jak tez jego nadekspresji na segregacje
chromosomow, podzialy i wzrost komorek.

- Po drugie, okreslenie subkomorkowej lokalizacji biatka ParA w porownaniu z lokalizacjq biatka ParB.

- Po trzecie, zbadania wewngtrzkomérkowych oddziatywan biatka ParA zZ wierzchotkowym biatkiem Wag31
(DivIVA).

Czes¢ teoretyczna pracy (Wstep)

Wstep pracy doktorskiej (31 stron wydruku komputerowego) zostal przygotowany, podobnie jak cata

praca, starannie zaro6wno pod wzgledem formalnym jak i jezyka naukowego.
Tresci naukowe zawarte w tym rozdziale sg $cisle podporzadkowane tematowi 1 celom pracy doktorskie;.
W pierwszym podrozdziale cze¢sci teoretycznej pracy Doktorantka przedstawita najnowsze dane literatury
Swiatowej, w tym osiggni¢cia w tej dziedzinie Zespotow prof. dr hab. Jolanty Czerwinskiej - Zakrzewskiej i
dr hab. Dagmary Jakimowicz, na temat cykléw zyciowych réznych, modelowych gatunkow bakterii
gramujemnych i gramdodatnich, w tym mechanizmow replikacji i segregacji chromosomow, udziatu biatek
komorkowych biorgcych udziat w segregacji chromosomow i w podziatach komoérkowych, ze szczegélnym
uwzglednieniem roli biatek chromosomalnych ParA i1 ParB. Zas w drugim, zwartym podrozdziale
przedstawita ogélng charakterystyke bakterii z rodzaju Mycobacterium oraz wcigz malo poznane
mechanizmy segregacji chromosoméw i podziatow komérkowych mykobakterii , a takze nadal skape dane
na temat udziatu/roli w tych procesach biatek ParA i ParB. Rowniez w tym podrozdziale cytowane sg
wazne wyniki prac doswiadczalnych, opublikowanych w ostatnich latach, przez wspoélpracujace ze sobg
Zespoty prof. dr hab. Jolanty Czerwinskiej - Zakrzewskiej, dr Dagmary Jakimowicz oraz prof. dr hab.
Jarostawa Dziadka.

W tym miejscu chce powiedzieé - ,.tak nalezy trzymac”, bo jedna ze stabosci nauki polskiej, obok
niewystarczajacych naktadow finansowych (jednak z czasem poprawianych i korygowanych w dobrym
kierunku), jest brak dobrze rozumianej wspotpracy ,,silnych z silnymi”, ale takze z nieco stabszymi, a takze
izolacjonizm w mysl ztej zasady ,kazdy sobie malg rzepke skrobie”, bo nie ma potrzeby opracowywac
projektow na miare duzych  wyzwan nie ma potrzeby konkurowaé z najlepszymi. Sledzac uwaznie
aktywnos¢ naukowa Zespotow prof. dr hab. Jolanty Czerwinskiej - Zakrzewskiej, dr hab. Dagmary
Jakimowicz oraz prof. dr hab. Jarostawa Dziadka oraz warto$¢ odwaznie podejmowanych projektow
badawczych, a takze bardzo warto$ciowe, oryginalne wyniki publikowane w wiodacych, specjalistycznych
czasopismach naukowych $wiata - przedstawiam tak rozumiang i dobrze utozong wspotprace naukowg w
dziedzinie nauk biologicznych za wzor do szerszego nasladowania w Polsce.

Materialy i Metody

Nie mam zadnych uwag krytycznych do tego rozdziatu, opracowanego bardzo skrupulatnie,
doktadnie 1 tak, by procedury, metody i techniki zastosowane w ocenianej pracy doktorskiej mogly by¢
rébwniez zastosowane i weryfikowane w innych laboratoriach i osrodkach, zajmujacych si¢ podobna
problematyka badawczg. Tak jak napisatem nieco wczesniej w realizacj¢ postawionych celow poznawczych
,wprzegnieto” bardzo nowoczesny i adekwatny do skali trudno$ci ,,warsztat badawczy” - w postaci
nowoczesnych metod i technik badawczych dla badan molekularnych bakterii na poziomie genomiki,
inzynierii genetycznej, proteomiki, lokalizacji i regulacji syntetyzowanych wewnatrzkomoérkowych biatek
oraz ich oddziatywan w warunkach in vivo. Zastosowano takze nowe, bardzo informatywne techniki
fluorescencyjne, w tym metod¢e mikroprzeptywowej mikroskopii dla bardzo precyzyjnych analiz
morfologicznych i fizjologicznych pojedynczych i catych populacji komorek bakteryjnych.

Wyniki

Z zamieszczonej na stronie 191 pracy informacji wynika, ze dorobek naukowy mgr Katarzyny Gindy
obejmuje wspotautorstwo dwoch opublikowanych prac, w tym jednej eksperymentalnej (Molecular
Microbiology, 2010) i jednej przegladowej (Postepy Higieeny i Medycyny Doswiadczalnej, 2011). Druga
zespotowa praca doswiadczalna, w  ktorej jest pierwszym autorem, jest na  ostatnim etapie
przygotowywana do publikacji. Sadzac, z tytulu tej pracy, bedzie ona zawiera¢ wyniki i wnioski z
recenzowanej pracy doktorskiej opracowanej w postaci monografii. Pisze o tym dlatego, ze praca doktorska



mgr Katarzyny Gindy moglaby by¢ zapewne wkrotce opracowana pod rzadami nowej Ustawy o Stopniach i
Tytutach naukowych jako zbidr tematycznie spdjnych trzech opublikowanych prac, co coraz czgsciej jest
dobrg praktyka takze w Polsce.

Obszerny rozdziat Wyniki (65 stron wydruku) zostat bardzo dobrze zorganizowany i starannie
opracowany. Co jednak najwazniejsze, uzyskane rezultaty na kolejnych etapach realizacji nakreslonych
celow pracy zostaly $wietnie udokumentowane w postaci bardzo licznych rysunkow, tabel, wykresow, zdjec
elektroforetycznych rozdziatow fragmentow DNA oraz analizowanych biatek. Szczegoélnie ujety mnie
pickne, bardzo czytelne zdjecia z mikroskopii fluorescencyjnej, pokazujace lokalizacj¢ 1 kolokalizacje
badanych biatek Mycobacterium smegmatis, a takze zdjecia lokalizacji segregosomow w czasie, uzyskane
przy pomocy techniki mikroprzeptywowej mikroskopii fluoroscencyjnej.

Nie jestem w stanie oceni¢ bardzo szczegdtowo ,,morza” wynikow przedstawionych i oméwionych
w trzech podrozdziatach tej pracy 5.1, 5.2 i 5. 3, dotyczacych, odpowiednio, ,,Wphywu biatka ParA na
wzrost i segregacje chromosomow M. smegmatis™, ,,Lokalizacji tego biatka w komorkach™ oraz ,,Analizy
oddziatywan biatka ParA z biatkiem DivIVA- regulatorem wzrostu wierzchotkowego™. Stad, ogranicze si¢
do oceny zaledwie niektorych wynikow, ktora dla mnie sg interesujace i zgodnie z moja wiedza nalezy ich
zaliczy¢ do oryginalnych.

Zaczne jednak od tego, ze jedng z podstaw i jednym z warunkdéw dla uzyskania wynikow opisanych
w podrozdziale 5.1 byta konstrukcja odpowiednich, dobrze zaplanowanych mutantow Mycobacterium
smegmatis mc® mutanta defektywnego noszacego inaktywowany gen parA (AprA) w szczepie KG22;
mutanta zdolnego do nadekspresji biatka ParA, noszacego gen parA pod kontrolg indukcyjnego promotora
acemidowego w szczepie KD11, mutanta pozbawionego zdolno$ci syntezy obu biatek ParA i parB,
noszacego zinaktywowane oba genygeny (4parAB). Rezultaty opisane w podrozdziale 5.2, dotyczace
lokalizacji i kolokalizacji badanych biatek w komoérkach M. smegmatis uzyskano na modelu kolejnych
skonstruowanych szczepow, zdolnych do ekspresji fuzyjnych biatek ParA i ParB z fluorescencyjnych
biatkiem EGFP, odpowiednio (EGFP-ParA i EGF- ParAminus - EGFP-ParB). Natomiast wyniki dotyczace
wplywu biatka ParA na lokalizcj¢ segresoméw otrzymano dzigki konstrukcji innych szczepow, w ktorych
biatko ParA jest ekspresjonowane w postaci fuzji z innym fluorescencyjnych biatkiem mCherry (szczepy
AparaA-parB-mcherry oraz egfp-parA-parBmcherry). W podrozdziale 5.3 przedstawiono zas wyniki na
temat oddzialywan biatka ParA z biatkiem wierzchotkowym DivIVA, ktére uzyskane na modelu kolejnych
skonstruowanych szczepdw, zdolnych do syntezy fuzyjnego biatka DiVIA-mCherry (szczepy egf-
parA/divlIA-mcherry i AparA/divIVA-mcherry). Uzyskane obserwacje wzbogacono, uzupetniono dodatkowo
wynikami otrzymanymi przy pomocy bakteryjnego sytemu dwuhybrydowego, nie tylko z wykorzystaniem
calego biatka DiVIA, ale takze jego okreslonych domen.

Resumujqc, realizacja jedynie tego etapu pracy doktorskiej, to jest konstrukcja kilkunastu dobrze
zaplanowanych, a nastepnie doktadnie scharakteryzowanych, modelowych szczepow pochodnych
Mycobacterium smegmatis mc?, zastuguje na uznanie z racji zaréwno bieglosci warsztatowej Doktorantki
w inZynierii genetycznej jak tez wkladu witozonej przez Nig pracy.

Na kolejnych etapach pracy mgr Katarzyna Ginda przeprowadzita bardzo wiele ztozonych
eksperymentdw zaréwno in vivo jak i In vitro in vitro w poszukiwaniu odpowiedzi na postawione pytania o
role biologiczng biatek ParA, ParB i DivIVA w cyklu zyciowym Mycobacterium smegmatis. Wiedza,
ogromne do$wiadczenie w dziedzinie replikacji, segregacji chromosomoéw i regulacji podzialow
komorkowych bakterii Pani Promotor i Jej wspotpracownikéw z Zaktadu Mikrobiologii Molekularnej oraz
nowoczesna aparatura dostgpna w Instytucie Biotechnologii Uniwersytetu ~ Wroctawskiego, a takze w
Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk we
Wroclawiu, poparte praca i pasja naukowa Doktorantki, przyniosty bardzo znaczace, w tym oryginalne
wyniki o0 charakterze poznawczym. Do najwazniejszych rezultatow, ktore zapewne wkrotce zostang
opublikowanie w specjalistycznym ,,rankingowym” czasopi$mie naukowym zaliczam:

- Wykazanie, ze biatko ParA jest aktywnie zaangazowane w segregacje chromosomow
Mycobacterium smegmatis, bowiem inaktywacja genu kodujgcego jego synteze prowadzi do glebokich
zaburzen w segregacji chromosomoéw, a W konsekwencji do istotnych zmian morfologicznych komorek i
znacznego hamowania szybkosci wzrostu hodowli; ma réwniez wphyw na prawidtowq lokalizacje przegrod
W czasie podziatow oraz na wydtuzanie komorek.



- Sformulowanie w peini uprawnionej hipotezy, zilustrowanej w rozdziale Dyskusja na rys. 6.1, ze
biatko ParA oddzialuje z kompleksami ParB-DNA | warunkuje aktywny rozdzial segergosomow w
komorkach tuz po podwojeniu regionu oriC

- Udowodnienie, po raz pierwszy, przy pomocy dwoch niezaleznych metod, Ze biatko ParA
Mycobacterium smegmatis oddziatuje bezposrednio z wierzchotkowym regulatorem wydtuzania komérek
Mycobacterium DivIVA.

Picknie opracowany przez Doktorantke schemat, przedstawiony na 171 stronie pracy doktorskiej
(rys. 7.1), stanowi ilustracj¢, a zarazem bardzo dobre podsumowanie wszystkich uzyskanych wynikow o
bezposrednim lub posrednim udziale biatka ParA w rdéznych procesach cyklu zyciowego komorek
Mycobacterium smegmatis.

W tym miejscu mam tylko jedno pytanie do mgr Katarzyny Gindy: Czy w swietle uzyskanych
wlasnych, bardzo wiarygodnych wynikow o roli biologicznej biatek ParA, ParB 1 DivIVA w komdrkach
modelowego gatunku Mycobacterium smegmatis, a takze w swietle obecnej wiedzy o udziale tych biatek W
regulacji cyklu zyciowego i w podziatach komorkowych prgtkow gruzlicy, czy innych gatunkow
chorobotworczych mykobakterii dla ludzi i zwierzqt - dostrzega szanse, ze te biatka lub kodujgce ich synteze
geny mogq by¢ rozwazane jako molekularne tarcze dla poszukiwania i syntezy nowych lekow podstawowych
lub wspomagajgcych w terapii zakazen?

W zakonczeniu mojej oceny pragne podkresli¢ warto§¢ rozdzialu Dyskusja, opracowanego przez mgr
Katarzyne Gind¢ w sposdb moze nietypowy, ale naukowo profesjonalny. Tytuty kolejnych podrozdziatow
Dyskusji sa w istocie wnioskami koncowym pracy: ,, ParA wplywa na segregacje chromosomow i podzialy
komorkowe”, ,,ParA wykazuje dynamiczng lokalizacje i wplywa na potozenie kompleksow ParB w
komoérkach M. smegmatis™, ,,ParA oddziafuje z DivIVA- regulatorem wzrostu wierzchotkowego”. W
kazdym z tych podrozdziatéw Doktorantka dyskutuje i konfrontuje wtasne wyniki i sformulowane na ich
podstawie wnioski z rezultatami innych autordw, obficie cytujac najnowsze dane dobrze dobranej literatury
Swiatowej na temat roli badanych biatek oraz molekularnych mechanizméw kontrolujacych segregacje
chromosomow i podziaty komorkowe u innych gatunkdw i rodzajoéw bakterii. Dla mnie byta to bardzo
pouczajgca lektura zwazywszy, ze cykle zyciowe rdéznych gatunkow irodzajow bakterii, ziarniakow i
pateczek, zdolnych i nie zdolnych do sporulacji, s3 bardzo zlozone, a molekularne mechanizmy ich
podziatéw komodrkowych, jak si¢ okazuje w swietle wspdiczesnej wiedzy, sg niezwykle ztozone 1 dalekie
od pelnego wyjasnienia i zrozumienia.

Whioski koncowe

W swietle wyzej przedstawionej, bardzo pozytywnej oceny calej pracy doktorskiej mgr Katarzyny
Gindy, w tym szczegolnie wartosci oryginalnych wynikéw oraz wainych wnioskdéw o charakterze
poznawczym stwierdzam, Ze oceniana praca doktorska spetnia wszystkie wymagania Ustawy o Stopniach i
Tytutach Naukowych, ktore sq stawiane kandydatom ubiegajgcym si¢ o stopien naukowy doktora. Stqd, 7
peltnym, naukowym przekonaniem wnosze do Rady Wydzialu Biotechnologii, Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Katarzyny Gindy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Wnosze takie o rozwazenie mozliwosci stosownego wyroéZnienia pracy doktorskiej mgr Katarzyny
Gindy z uwagi na range przeprowadzonych badan oraz wysokq wartos¢ uzyskanych wynikow, w tym
nowych, oryginalnych wynikow o charakterze poznawczym, ktéore w moim przekonaniu zostang w
biezgcym roku opublikowane w bardzo dobrym specjalistycznym czasopismie, a tym samym bedqg
upowszechnione w migdzynarodowym obiegu naukowym.



Prof. dr hab. Grazyna Jagura-Burdzy Warszawa 29.05.2012
Instytut Biochemii i Biofizyki PAN
Pawinskiego 5a,

02-106 Warszawa

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Gindy
»Rola bialka ParA w segregacji chromosomoéw i podziale komérkowym Mycobacterium

smegmatis”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w zaktadzie Mikrobiologii
Molekularnej, Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod opieka dr hab. Dagmary
Jakimowicz od lat zajmujacej si¢ problemem segregacji chromosomdw bakteryjnych u promieniowcow i
udziatu w tym procesie biatek z rodzin ParA i ParB. Wybranie jako obiektu badan M. smegmatis jest
uzasadnione jego podobienstwem do groznych patogendéw ludzkich M. tuberculosis i M. leprae.
Zrozumienie procesu podzialu komorkowego stwarza mozliwosci interferencji z tym procesem i
skuteczniejsze eliminowanie bakterii chorobotworczych. Poprzednie prace zespotu dotyczyty funkcji biatka
ParB u M.smegmatis, recenzowana rozprawa poswig¢cona jest jego partnerowi ParA.

Chromosomalnie kodowane biatka ParA (ATPazy typu Walkera) i biatka ParB wigzgce DNA
(rozpoznajace $cisle konserwowane sekwencje zwane sekwencjami centromerowymi parS) sa produkowane
przez prawie wszystkie bakterie [z nielicznymi wyjatkami rodzin Enterobacteriaceae (e.g., E. coli),
Pasteurellaceae (e.g., Haemophilus influenzae), czy Firmicutes (e.g., Mycoplasma sp.)]. Ich rola w
badanych gatunkach nie ogranicza si¢ do udzialu w prawidlowej segregacji chromosoméw
(ukierunkowanego, aktywnego przemieszczenia si¢ domen oriC noworeplikowanych chromosomow do
biegunéw komorek) ale wydaja si¢ one uczestniczy¢ w koordynacji innych istotnych proceséw
komorkowych, t.j. czgstosci inicjacji replikacji poprzez interakcje z DnaA, kondensacj¢ chromosomow
poprzez interakcje z biatkami SMC (structural maintenance of chrosmomes), podziatow komorkowych
poprzez posredni lub bezposredni wptyw na tworzenie si¢ pierscienia FtsZ, czy regulacji sporulacji,
ruchliwosci bakterii 1 zdolno$ci do tworzenia biofilméw. Udzial biatek Par w poszczegdlnych procesach
komorkowych jest gatunkowo specyficzny 1 dlatego istotne wydaje si¢ badanie ich roli w roznych
gatunkach bakterii. Mimo tak szerokiego zaangazowania bialek Par w rozmaite wazne dla przezycia
komdrek procesy, mutanty w genach par nie sg zazwyczaj letalne (z wyjatkiem Caulobacter crescentus i
Mycobacterium tuberculosis) sugerujac, ze mikroorganizmy wyksztatcity wiecej niz jeden system kontroli

podstawowych proceséw zyciowych.



Autorka rozprawy mgr Katarzyna Ginda podjeta si¢ weryfikacji doniesien 0 letalnosci delecji genu
parA u M. smegmatis a takze zbadania efektow nadprodukcji biatka ParA, ustalenie lokalizacji ParA w
komorkach, wptywu ParA na lokalizacje ParB i sprawdzenie hipotezy o oddziatywaniach ParA z
homologiem biatka DivIVA. Poniewaz uzyskany przez doktorantke mutant delecyjny parA okazat si¢
zywotny przeprowadzono fenotypowg charakterystyke takiego szczepu M. smegmatis.

Uktad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich. Wstep jest w moim odczuciu zbyt ogdélnikowy w
czesci dotyczacej biatek Par, znacznie lepszy w czgsci dotyczacej charakterystyki Mycobacterium.

Najwigcej uwag redakcyjnych mam do rozdzialu Materialy i Metody, ktdry zajmuje 52 strony a
wiec niewiele mniej niz rozdzial Wyniki (67 stron). Uderzajg nadmiernie szczegdtowe opisy metod
standardowych, konstrukcji plazmidéw i szczepow. Podawanie sktadow buforow (w bardzo przejrzystych 1
zajmujacych duzo miejsca tabelach) czy sktadow zeli poliakrylamidowych rozdzielajacych i
zageszczajacych do elektroforezy biatek nie jest konieczne w pracach doktorskich, wystarczy odnos$nik
literaturowy (Sambrook et al., 1989). Dodatkowo rozdziat ten jest rozszerzony o 8 zatgcznikow, w ktorych
znalazty si¢ schematy map plazmidéw komercyjnych czy powszechnie stosowanych np. GEM-T-Easy czy
wektorow systemu dwuhybrydowego BACTH. Wydaje mi sig, ze zamiast nich mozna bytoby tu przenies¢ z
M&M bardzo szczegdlowe rysunki poszczegolnych plazmidoéw skonstruowanych przez autorke.
Uderzajace jest, ze ani w opisach plazmidéw w Tabeli 4.3 ani w rysunkach w zatgcznikach autorka nie
podaje informacji o rodzaju origin replikacji co jest podstawg funkcjonowania plazmidu w danym
gospodarzu. Zataczniki 6 1 7 to wyniki analizy hybrydyzacyjnej skonstruowanych mutantéw delecyjnych i
insercyjnych chromosomu M. smegmatis. Stusznie uznano, ze te wyniki nie muszg znajdowac si¢ w
gtownej czesci pracy. Szkoda, ze nie trzymano si¢ tego konsekwentnie. Zamieszczenie wszystkich
rysunkow 1 zdje¢ zeli z produktami PCR potwierdzajacymi poprawnos¢ konstrukcji mutantéw w tych
zalacznikach zapewnitoby wicksza sp6jnos¢ rozdziatu Wyniki. Oprocz sekcji Zatacznikow jest jeszcze w
rozprawie sekcja Suplementéw 1 i 2. Obrazy z mikroskopu fluorescencyjnego przedstawione w
Suplemencie 2 sg bardzo interesujace, doskonaty pomyst dla takiej prezentacji wynikow. Moje watpliwosci
zasadnos$¢ Suplementu 1, ktory w pierwszej czegsci zawiera szczegdlowo opisang procedure oczyszczania
biatek ParB i DivIVA standardowymi metodami. Jest to w duzym stopniu duplikacja informacji zawartej w
M&M. Druga cz¢$¢ Suplementu 1 to wyniki oznaczen aktywnosci ATPazowej biatka ParA, m.in. wplyw
obecnosci ParB na aktywnos$¢ ATPazy, zaleznos¢ od temperatury czy jonéw dwuwartosciowych 1 jako
,wyniki” dyskutowane pdzniej w Dyskusji powinny znalez¢ si¢ w rozdziale Wyniki. Drobna uwaga
dotyczy opisu pochodzenia szczepow bakteryjnych wzigtych z ,,zasobow” ZMM UWr, takich jak DH5a,
BL21 czy BTH101, wymagane jest mimo wszystko podanie pierwotnych referencji czy zrodta
komercyjnego.

Aby zakonczy¢ z uwagami redakcyjnymi musze jeSzcze wspomnie¢ o niezbyt starannym ztozeniu
przystanej do recenzji rozprawy np Streszczenie znalazto sie¢ w $rodku spisu tresci, a str 98 konczy sie
urwanym zdaniem. Cytowania literaturowe podawano w sposob bardzo oryginalny, autorka wymienia

nazwiska dwoch pierwszych autoréw i wsp, (np. Ptacin, Lee i wsp) zamiast powszechnie stosowanego



pierwszego autora i wsp,.

Rozdziat Wyniki jest bardzo przejrzysty, graficznie na bardzo wysokim poziomie. Kolejne
podejmowane zagadnienia sg logicznie uzasadnione i spdjne. Jest to niewatpliwie najlepsza czg$¢ rozprawy.
Autorka skonstruowata szczepy delecyjne w genach parA i parAB, wigczyta w inne miejsce chromosomu
gen parA wyrazany z naturalnego promotora lub indukowanego acetamidem (komplementacja albo warunki
nadprodukcji ParA). Tak skonstruowane szczepy byty badane w testach wzrostowych i poprzez obserwacje
mikroskopowe. Autorka wprowadzita w locus parA fuzje translacyjng egfp-parA zaréwno w szczepie
dzikim jak i mutancie parB a takze skonstruowata szczep produkujgcy fluorescencyjne pochodne obu biatek
Par : egfp-parA-parB-mcherry. Pozwolito to na $ledzenie lokalizacji biatek Par i ich wzajemne zalezno$ci.
Podobng funkcj¢ miato skonstruowanie szczepow z fuzjg divIVA-mcherry w obecnosci i braku parA oraz
egfp-parA. Bardzo cickawe dane uzyskano z mikroprzepltywowej mikroskopii fluorescencyjnej
(do$wiadczenia wykonane we wspolpracy z prof. J. McKinney, EPFL w Szwajcarii). Interpretacja tych
danych pozwolita na stworzenie obrazu czasowo-przestrzennego dla bialek Par. Po podziale komorki ParA
lokalizuje si¢ w poblizu nowo powstalego bieguna. Gdy w centralnej czesci komorek zachodzi podziat
segrosomow (replikacja DNA), ParA oscyluje w przestrzeni migdzy tym biegunem a centralng czescia,
uczestniczy w dynamicznym, aktywnym rozdziale segrosomow 1 przemieszczeniu si¢ jednego z nich w
poblize ,,nowego” bieguna. Unieruchomienie jednego z segrosomow na biegunie przy aktywnym
przemieszczaniu si¢ drugiego obserwowano poprzednio np. dla C. crescentus. Oscylacjom ParA miedzy
biegunem a centrum komorki towarzysza ograniczone t3 przestrzenig ruchy segrosomu. W dalszym etapie
cyklu ParA przemieszcza si¢ czasowo do ,,starego” bieguna a nastepnie gromadzi si¢ w miejscu tworzacej
si¢ septy podziatowej 1 pozostaje tam do podziatu komérkowego. Przy braku ParA powstaje wigcej
segrosomow, przegrody komorkowe tworzone sg w nietypowych lokalizacjach, segrosomy dzielg si¢ w
r6znych punktach komorki, poruszaja si¢ powoli w sposob niekontrolowany i najczesciej lokalizuja na
obrzezach komoérek. Obraz ten sugeruje wptyw ParA na inicjacje replikacji, lokalizacje fabryk
replikacyjnych, determinowanie miejsca wytwarzania si¢ sept podziatlowych i ukierunkowany, aktywny
rozdziat segrosoméw do zdefiniowanych pozycji wewnatrz komorki. Sugestie te na pewno wymagaja
dalszych weryfikacji, mozna jednak zaktada¢, ze jesli ParA rzeczywiscie uczestniczy w tak réznych
procesach to poprzez oddziatywania z r6znymi biatkami komérkowymi.

Najwazniejsze w mojej opinii odkrycie doktorantki to wykazanie takich bezposrednich oddzialywan
miedzy ParA M. smegmatis a DivIVA, regulatorem wzrostu wierzchotkowego u tych bakterii.
Oddziatywania zostaly zademonstrowane w systemie BACTH i in vitro metoda wspotoczyszczania na
kolumnach. W systemie BACTH wykazano tez podobne oddziatywania mi¢dzy biatkami ParA i DivIVA u
M. tuberculosis, krzyzowe oddziatywania mi¢dzy ParA i DivIVA pochodzgcymi z M. smegmatis i M.
tuberculosis oraz brak oddziatywan z homologami z innych promieniowcow t.j. Corynebacterium
glutamicum czy Streptomyces coelicolor. Wydaje si¢ wigc, ze oddziatywania te s3 rodzajowo specyficzne i

moga sta¢ si¢ potencjalnym celem lekow terapeutycznych. Interakcje biatek typu ParA z homologami



DivIVA w innych organizmach byly juz demonstrowane np dla B. subtilis gdzie zaangazowanie DivIVA w
lokalizacj¢ sept podziatowych odbywa si¢ poprzez determinowanie lokalizacji biatek MinCD a tym samym
miejsca tworzenia pierscienia FtsZ. Rola DivIVA w M. smegmatis jest catkowicie rozna (brak homologow
MinCD). DivIVA jest zlokalizowane symetrycznie na obydwu wierzchotkach komorki to dlaczego ParA
(postulowana funkcja DivIVA to kotwiczenie ParA) jest przez dtugi czas cyklu komérkowego
zlokalizowane w poblizu tylko ,,nowopowstatego bieguna?

W modelach dzialania systemdw partycyjnych opartych na biatkach ParA, ATPazach typu Walkera,
ParB jest induktorem aktywno$ci ATPazowej co w rezultacie prowadzi do depolimeryzacji filamentow
ParA. Autorka wykazata, ze biatko ParB M. smegmatis hamuje aktywno$¢ ATPazy ParA a mimo to w
dyskusji czytamy: ,,Te wyniki wskazujg, ze w komorkach M. smegmatis tak jak sugerowano dla innych
bakterii oddzialywanie z ParB moze prowadzi¢ do destabilizacji struktur ParA”. Co autorka przez to
rozumie? Niespecyficzne oddzialywania ParA z DNA sg bardzo istotne dla funkcji przemieszczania
segrosomOw w innych organizmach. Autorka sugeruje, ze mechanizm dziatania ParA moze by¢ inny u
promieniowcOw bo nie wykrywane jest oddziatywanie biatek ParA-DNA. Jaki bylby to mechanizm?

Szczep KG23, czyli mutant parA ma pozostawione miejsca wigzania ParB w rejonie oriC i
dodatkowa sekwencj¢ parS2 w genie struktury parA (ami-parA) wstawionym w inne miejsce chromosomu.
Dodatkowe miejsca parS lub ich przeniesienie w odleglte punkty chromosomu zaburzaja bardzo silnie
segregacj¢ chromosomow np. u B. subtilis. W doswiadczeniach ze szczepem KG23 brakuje mi kontroli
wzrostu 1 segregacji chromosomow w czasie hodowli na podiozu bez acetamidu tak, aby moc oceni¢ role
takiej rearanzacji strukturalnej genomu.

Prowadzenie doswiadczenia wzrostowego przy czasie podziatu okoto 3 godzin, jest niewatpliwie
bardzo zmudne. Jesli jednak autorka pobierata proby co trzy godziny przez 48 godzin i analizowata ilos¢
komorek zdolnych do tworzenia kolonii (c.f.u) to moglta wyznaczy¢ czas generacji a to bylby najlepszy
parametr roznicujacy szczepy mutantéw i szczep typu dzikiego. Podawane w rozprawie wyniki
poréwnujace wartos¢é c.f.u. po 15 godzinach wzrostu nie mogg by¢ traktowane jako punkt odniesienia do
roznicowania szczepOw poniewaz nie podano wartosci c.f.u na starcie poszczegdlnych hodowli (r6zna

zawarto$¢ komorek pozbawionych nukleoidu).

Dyskusja wynikow przeprowadzona jest w kolejnych punktach, w ktorych autorka odnosi si¢ do
kolejnych analizowanych zagadnien. Klarownos$¢ dyskus;ji jest jednak zakidcona duzymi skrotami
mys$lowymi 1 miejscami nieuprawnionymi uogdlnieniami np ,,zaburzenia lokalizacji segrosomow w
szczepie pozbawionym ParA ...prowadza do zmienionej przestrzennej organizacji pozostatej czg¢sci
nukleoidu” (str 153) czy ,,zmieniona, w wyniku eliminacji ParA, architektura segrosomow moze prowadzi¢
do nadmiernej inicjacji replikacji” (str 155).

Nie uzywatabym sformutowania ,,ParA jest odpowiedzialne za segregacj¢ chromosomow” raczej
uczestniczy w procesie segregacji, mylne jest tez sformutowanie ,,ParA bierze udziat w wydtuzaniu

komorek™ na podstawie uzyskanych wynikow mozna powiedzie¢, ze to brak ParA wplywa na wydtuzanie



komorek (str 158 ).
Wreszcie powolywanie si¢ na dane do§wiadczalne wtasne ale ,,nie pokazane” nie powinno by¢

uzywane w dyskusji jako argument na poparcie stawianych tez bo trudno oceni¢ ich ,, wiarygodno$¢”.

Na zakonczenie chciatabym podkresli¢, ze praca mgr Katarzyny Gindy jest bardzo warto$ciowa
merytorycznie, a wigkszo$¢ moich uwag redakcyjnych wynika z dociekliwo$ci recenzenta, pytania z checi
poznania opinii doktorantki. Na uwage zastuguje fakt, ze mgr Katarzyna Ginda jest wspotautorka publikacji

w Molecular Microbiology i Post¢pach Higieny i Medycyny Do$wiadczalne;.

Uwazam, ze przedstawiona mi do oceny praca spelnia pod kazdym wzgledem wymogi stawiane
pracom doktorskim. Zwracam si¢ wigec do Rady Naukowej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego we Wroctawiu 0 dopuszczenie mgr Katarzyny Gindy do dalszych etapdw przewodu

doktorskiego.



