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Recenzja rozprawy doktorskiej .
Pani magister Martyny Gongerowskiej-Jac
» Wspoldzialanie topoizomeraz i bialek wigzacych DNA w kontrolowaniu topologii

chromosomu, regulacji transkrypcji i odpowiedzi na stres u Streptomyces"

Znaczenie topologii DNA jako czynnika regulacyjnego dla proceséw zwigzanych z
powielaniem i przekazywaniem informacji genetycznej, jak rowniez w kontroli ekspresji gendéw
jest malo poznanym i stosunkowo nowym obszarem nauk o Zzyciu. Poza mechanicznym
upakowaniem materiatu genetycznego w komoérce, konformacja DNA pelni bardzo wazna role
zarbwno w komorkach prokariotycznych jak i eukariotycznych w udostepnianiu odpowiednich
rejonéw DNA dla proceséw transkrypcji i replikacji. Jest to proces dynamiczny, kontrolowany
przez biatka wigzace i kondensujace DNA jak i te, ktore wprowadzajg i usuwajg zmiany w
skreceniu DNA powodowane przez np. przesuwanie si¢ polimerazy DNA czy RNA. Uznanie
topologii DNA za petnoprawny element regulacyjny w m.in. ekspresji genéw otworzylo
mozliwosci dla badan tych proceséw na modelu bakteryjnym. Mikroorganizmy charakteryzuja sie

duzg zdolnoscig do szybkiego i precyzyjnego reagowania na zmiany w srodowisku zycia, tak by



optymalnie przystosowac si¢ i zapewnic mozliwos'ci przezycia i wzrostu. Szczeg6lnie u bakterii
bytujacych w. zmiennych $rodowiskach mozna odnalez¢ wiele ztozonych mechanizméw
przystosowawczych. Do takich bakterii nalezg te z rodzaju Streptomyces, dlatego stanowiag one
dogodny model badawczy, takze dzigki dobrze poznanemu i nietypowemu cyklowi rozwojowemu
obejmujacemu etapy takie jak grzybnia wegetatywna, grzybnia powietrzna oraz sporulacja.
Przedstawicie tego rodzaju, S. coelicolor byl przedmiotem badan Pani mgr Martyny
Gongerowskiej-Jac. Rozprawa zostala wykonana w Zaktadzie Mikrobiologii Molekularnej
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod opieka Pani dr hab. Dagmary
Jakimowicz. Zespdt naukowy Pani Profesor Jakimowicz specjalizuje si¢ w badaniach proceséw
zyciowych i rozwojowych u promieniowcéw, w zwigzku z czym w swojej pracy Doktorantka
mogta skorzysta¢ z szerokiego zakresu metodologii, wiedzy i doswiadczenia Opiekuna i
pracownikéw zespotu.

Tematyka pracy Pani mgr Gongerowskiej-Jac byta identyfikacja i charakterystyka
czynnikow komodrkowych oddziatujacych z topoizomeraza I w regulacji topologii DNA i
posrednio uczestniczacych w kontroli ekspresji gendw. Bialko TopA jest jedyna topoizomerazg
tego typu u S. ceelicolor, dlatego jej znaczenie w regulacji proceséw komorkowych jest bardzo
duze. Jednakze, niewiele wiadomo o biatkach wptywajacych na ekspresje genu topAd czy
wspotdziatajacych z biatkiem TopA w regulacji skrecenia DNA. Dlatego istotne bylo podjecie
przez Doktorantke¢ tego tematu, co miato na celu wzbogacenie wiedzy podstawowej o
funkcjonowaniu bakterii z waznego, zaréwno jako model badawczy jak i w biotechnologii, rodzaju
Streptomyces. W tym celu wykorzystany zostat bogaty zestaw metod mikrobiologicznych,
inzynierii genetycznej, jak rdwniez analiz molekularnych i wysokoprzepustowych. Szczegdlnie
zwraca uwage starannos¢ w doborze plazmidéw i szczepéw oraz bardzo doktadna weryfikacja
uzyskiwanych konstruktéw. Dzigki temu uzyskane wyniki charakteryzuja si¢ wysokim poziomem
wiarygodnosci.

Najwigksza naukowa wartoscig pracy stanowi podjecie systematycznych i dobrze
zaplanowanych poszukiwan — na poziomie catego genomu — czynnikéw oddziatujgcych wspolnie
z TopA na topologi¢ DNA. Precyzyjnie dobrane szczepy umozliwiajace kontrolowane zmiany
poziomu TopA, zastosowane uklady gendéw reporterowych jak i przeanalizowane biblioteki
mutantéw transpozonowych pozwolily na zidentyfikowanie gendw zwigzanych z aktywnos$cig

promotora fopA jak i tych supremujacych efekty niskiego poziomu TopA w komorce. Co ciekawe,



zidentyfikowana zostata tylko jedna mutacja charakteryzujgca si¢ istotnym wpltywem na
transkrypcj¢ z promotora fopA, w genie koduja;cym biatko o nieznanej i jedynie hipotetycznej
funkcji. Do badan supresji niedoboru TopA zastosowano jako marker zdolno$¢ bakterii do
sporulacji, zalezng od topologii DNA oraz tempo wzrostu bakterii. Sposrod uzyskanych mutantow
zbadanych dokfadniej zostato 7 szczepéw. Identyfikacja miejsca insercji transpozondéw pozwolita
na identyfikacj¢ potencjalnych czynnikéw wpltywajacych na superzwiniecie DNA. Mechanizm
dziatania kilku z mutacji nie jest do konica wyjasniony, szczegdlnie iz nieznana jest funkcja genow,
w ktorych pojawily si¢ mutacje. Interesujaco, sposréd genéw o znanych funkcjach,
zidentyfikowano jako niosace mutacje supresorowe geny ParAB, ktorych produkty biorg udzial w
segregacji chromosoméw, biatko wiazace si¢ z nukleoidem, Lsr2 oraz system dwusktadnikowy,
regulujgcy ekspresje genéw z rejonu wrazliwego na stan superzwinigcia DNA. Mechanizmy
oddziatywania produktéw tych genéw z TopA (posrednio lub bezposrednio) sg pdki co niejasne.
Jednakze uzyskane wyniki wskazuja na skomplikowany i wieloczynnikowy spos6b regulacji
homeostazy topologii DNA w komoérce, celem dopasowania jej do zmiennych warunkéw
srodowiska. Podkresli¢ nalezy ogrom pracy wlozony w przygotowanie kolekcji szczepow,
bibliotek mutantéw (liczonych w tysiacach) i przeprowadzonych analiz. Rezultaty ;)racy zostaty
udokumentowane bardzo doktadnie, a kazdy etap badan podlegat szczegélowej analizie i
weryfikacji.

Konstrukcja pracy jest prawidlowa, z podziatem na rozdziaty typowe dla tego rodzaju
opracowan. I tak, Wstep jasno i przejrzyscie wprowadza w tematyke znaczenia topologii DNA,
biatek kontrolujgcych konformacje DNA jak réwniez proceséw rozwojowych Streptomyces.
Przestawione informacje opieraja si¢ na szerokim wyborze aktualnych publikacji i dobrane sg tak,
by poda¢ niezbedna dla zrozumienia tematyki wiedzg, bez niepotrzebnego nadmiaru watkow.
Rozdzial Materiaty i Metody jest bardzo obszerny, obejmuje bowiem szczegbtowe opisy nie tylko
podstawowych metod, ale i opis konstrukcji plazmidéw i szczepéw. Schematy, ryciny i tabele
pomagajg w usystematyzowaniu podanych informacji oraz w odnoszeniu ich do wynikéw
prezentowanych w kolejnym rozdziale. Ta cze$¢ rozprawy (Wyniki) jest podzielona na
podrozdziaty odpowiadajgce pytaniom naukowym stawianym w pracy oraz réznym podejsciom
doswiadczalnym. Opis wynikow jest jasny i doktadny, pozwalajacy na podgzanie za tokiem pracy
Doktorantki. Rozdziat Dyskusja jest niewatpliwie mocna strong pracy. Uzyskane, czesto

niejednoznaczne wyniki, zostaly przedstawione w $wietle dotychczasowej wiedzy a w przypadku



kazdego z analizowanych mutantéw Doktorantka postarata si¢ o przedstawienie hipotezy oraz

potencjalnych schematéw i mechanizméw dziafania. Swiadczy to o szerokiej wiedzy i dojrzatosci

naukowej Pani Gongerowskiej-Jac. Lista publikacji podana w Bibliografii jest odpowiednio

dobrana do zakresu i tematyki pracy.

Godna podkreslenia jest dbato$¢ o poprawny i jasny jezyk w rozprawie. Zawiera ona

bardzo niewielka liczbe bledéw redakeyjnych i jezykowych (wsréd nich zwraca uwage jeden biad

ortograficzny str. 192, oraz nietypowe wyrazenia jak ,komoérki ekspresjonujace geny” czy

.sekwencje konserwatywne” czy bledny zapis symbolu sigma), jednakze ogélnie praca napisana

jest z duzg dbatoscia o gramatyke i styl oraz jezyk naukowy.

W zwiazku z zamieszczonym w rozprawie wynikami i ich interpretacjami chciatam

poprosié¢ Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do nastgpujacych uwag i pytan:

IS

W rozprawach naukowych a szczeg6lnie doktorskich, poza celem badan, ktorym jest
tu poszukiwanie biatek wspétdziatajacych z TopA, istotne jest sformutowanie hipotez
naukowych, ktére nastepnie sa weryfikowane podczas pracy. Poprosi}ab?/m zatem, aby
Doktorantka podczas obrony przedstawita gtéwne hipotezy swoich badan.

Czy dla zbadania mozliwych bezposrednich oddziatywan migdzy TopA a czynnikami
komérkowymi mozna by zastosowaé metode pull-down i nastgpnie identyfikacje

zwigzanych biatek?

. W kontroli proceséw komérkowych poprzez topologie DNA moga uczestniczy¢ takie

globalne procesy jak odpowiedz Scista (np. jak pokazano w ostatnio opublikowanej
pracy- Kraemer et al., mBio, 2019). Czy takze u Streptomyces alarmon odpowiedzi
Scistej, ppGpp, moze oddziatywaé na stan superzwinigcia DNA i w tej sposob wptywac
na regulacje replikacji DNA?

Poszukiwania genéw wptywajacych na procesy zwigzane z dziataniem TopA droga
mutagenezy transpozonowej maja ograniczenia w postaci niemoznosci identyfikacji
czynnikéw, ktére sa niezbedne do zycia komoérki. Czy mozna by w takim razie
zastosowaé metode poszukiwan mutacji supresorowych dla defektéw wzrostu i
rozwoju szczepdw z obnizonym poziomem TopA? Umozliwitoby to zidentyfikowanie

mutacji nie inaktywujacych catkowicie genéw, ale np. mutacji punktowych.



5. W pracy zidentyfikowano szereg genow majacych wplyw na topologi¢ DNA zalezng
od biatka TopA. Jednakze mechanizm tego dziatania w wielu przypadkach pozostaje
niejasny. Ktére z tych gendw wydaja sie¢ najciekawsze i najbardziej obiecujace dla

dalszych badan?

Whiosek koncowy

W podsumowaniu, stwierdzam, ze oceniana praca stanowi wazne osiagnigcie naukowe i
wzbogaca wiedze o procesach zyciowych bakterii z rodzaju Streptomyces, w mato poznanej do tej
pory tematyce topologii DNA i wptywu biatek regulujacych topologie na ekspresje gendw i rozwoj
bakterii. Wysoka warto§¢ naukowa pracy pozwala na stwierdzenie, iz rozprawa odpowiada
warunkom i wymogom zawartym w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym.
Przedstawione w rozprawie osiggniecia naukowe uzasadniajg nadanie Doktorantce stopnia
naukowego doktora nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauk biologicznych. Dlatego,
zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu V;/rociawskiego
z wnioskiem o przyjecie pracy i dopuszczenie Pani mgr Martyny Gongerowskiej-Jac do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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