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Ocena pracy doktorskiej mgr Magdaleny Donczew ,,Analiza dynamiki wzrostu,

réznicowania i segregacji chromosomow u Streptomyces venezuelae”.

Nie wszyscy Doktoranci staja przed szansa realizacji swojej pracy doktorskiej w uznanych
zespotach badawczych od lat regularnie publikujacych swoje prace w dobrych czasopismach
naukowych. Do zespolow takich niewatpliwie nalezy zaliczyé macierzysta jednostke
Doktorantki, Zaklad Mikrobiologii Molekularnej, Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroclawskiego oraz grupe kierowana przez dr hab. Dagmare Jakimowicz oraz prof. dr hab.
Jolantg Zakrzewskg-Czerwifiska. Ze wzgledu na dostep do bogatego, wyszukanego warsztatu
badawczego, niezbednej aparatury naukowej i co najwazniejsze do wiedzy i doswiadczenia
naukowego promotora, stawiane przed Doktorantkg oczekiwania sa z pewnoscia rowniez bardzo
wysokie. Bardzo mi milo, jako recenzentowi, po lekturze pracy doktorskiej stwierdzié, ze te
wysokie oczekiwania zostaly w pelni spetnione.

Zespot badawczy, w ktorym Doktorantka realizowata swoj projekt, jest autorem szeregu §wietnie
opublikowanych prac opisujgcych procesy segregacji chromosoméw oraz tworzenia przegrod
poprzecznych w trakcie sporulacji wykonanych na modelowym organizmie S. coelicolor. Ze
wzgledu na pewne ograniczenia metodyczne zwigzane z wykorzystaniem tego modelowego
organizmu, przed Doktorantka postawiono ambitne zadanie, wprowadzenia do badan nowego
szczepu z rodzaju Streptomyces, niebadanego wezesniej pod tym katem, S. venezuelae. Celem
badan, bylo zastosowanie techniki filméw poklatkowych dla zbadania wplywu bialek
segregacyjnych i organizacji chromosomu na dynamike wzrostu i roznicowania strzepek

badanego szczepu.
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Uklad tekstu rozprawy jest tradycyjny, czes¢ doswiadczalna jest poprzedzona dobrze
przemyslanym wstgpem literaturowym, obrazujacym obecny stan wiedzy dotyczacy organizacji
chromosomu bakteryjnego, replikacji i segregacji chromosomu oraz cytokinezy bakterii.
Nastgpnie Doktorantka zapoznaje czytelnika ze swoim modelem badawczym charakteryzujac
bakterie z rodzaju Streptomyces ze szczegblnym uwzglednieniem ztozonego cyklu zyciowego
tych bakterii. Ostatni podrozdzial Wstepu, poswiecony S. venezuelae jest jednoczesnie
uzasadnieniem podjetej tematyki badawczej. Wstgp pracy jest napisany bardzo tadnym,
przejrzystym  jezykiem naukowym dostarczajgcym czytelnikowi wszystkich informacji
koniecznych dla wiasciwej oceny pozostatych czesci pracy. Dobér zagadnienh omawianych we
»Wstepie” pracy jest rowniez gleboko przemyslany i scisle zwigzany z prezentowanymi w
dalszych rozdzialach wynikami wilasnymi autorki. Jedynym, zbyt daleko posunietym
uogdlnieniem bylo umieszczone na str. 21 stwierdzenie Autorki, ze ,, bialka NAP, ..., pelnig w
komdrce bakteryjnej funkcje podobne do histonéw obecnych w komérkach eukariotycznych’.
Prosilbym Doktorantke o bardzo syntetyczne przedstawienie funkcjonalnych podobienstw
i roznic pomigdzy eukariotycznymi histonami i bakteryjnymi bialkami histonopodobnymi.

W rozdziale ,Materialy i Metody” autorka zapoznaje czytelnika z zastosowana
metodologia badan. Wszystkie wykorzystywane procedury sa dokladnie opisane w sposob
umozliwiajagcy ich odtworzenie w innym laboratorium. Na szczegdélng uwage zastuguje
roznorodnos$¢ zastosowanych w pracy technik molekularnych co pozwala przypuszczaé, ze
Doktorantka w czasie realizacji pracy zdobyla szerokie doswiadczenie nie tylko w metodach
obrazowania komorek ale rowniez w pracy laboratoryjnej z kwasami nukleinowymi oraz
bialkami. Bardzo cickawg metoda wykorzystang przez Autorke jest miedzyrodzajowa
koniugacja kosmidu z komoérek E. coli do spor S. venezuelae (str. 81). W tym miejscu
chcialbym dopytaé, czy transfer DNA zachodzi faktycznie do spor, czy tez do kielkujacych
z nich strzgpek ? Czy formy przetrwalne w postaci spor maja zdolno$é pobierania obcego
materialu genetycznego poprzez horyzontalny transfer genéw ?

Podrozdzial 4.3 opisujacy konstrukcje zmutowanych szczepéw bakteryjnych w  moim
przekonaniu mogltby znalez¢ si¢ w catosci w rozdziale Wyniki, jako przygotowanie i weryfikacja
modelu badawczego. Za niezwykle cenna w tej czesci pracy uwazam analize uzyskanych

mutantéw nie tylko na poziomie DNA ale réwniez poprzez ocene obecnosci w mutantach
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badanych bialek, a takze na poziomie mRNA. Zabrakto mi moze jedynie oceny poziomu biatka
ParA w mutancie AparB oraz ParB w mutancie AparA, potwierdzajacych brak zmian w ekspresji
tych bialek w stosunku do szczepu ..,typu dzikiego”, szczegolnie jesli geny te sgsiadujg ze soba w
genomie S. venezuelae. Obecno$¢ niewielkich ilosci bialek ParA i ParB w mutantach
posiadajacych niefunkcjonalne geny Doktorantka thumaczy (str. 101) niespecyficznoscia uzytego
przeciwciata. Jednakze, w dalszej czesci pracy (str. 136) Autorka pisze o obecnosci w S.
venezuelae dodatkowych kopii gendéw pard/B kodowanych poza-chromosomalnie. Czy slabe
prazki widoczne w metodzie ,western blot” szczegélnie u mutanta AparB nie mogj
wynika¢ z ekspresji tych dodatkowych genéw? Czy w szczepie MDO004 (str. 105)
zawierajacym parA-gfp analizowano poziom bialka ParB? Czy nadprodukcja ParB-GFP w
szczepie MDO0S0 nie Swiadczy o cze¢Sciowej niefunkcjonalnosci bialka fuzyjnego ?

Doktorantka w swoich badaniach bardzo umiejetnie wykorzystala uzyskane mutanty oraz
technike filméw poklatkowych do badan szybkosci wydtuzania i réznicowania strzepek oraz
lokalizacji fluorescencyjnych bialek fuzyjnych ‘ParA-GFP, ParB-GFP i FtsZ-GFP w trakcie
peinego cyklu rozwojowego strzepek Streptomyces. Monitorowanie lokalizacji biatka FtsZ-GFP
pozwolilo na $ledzenie zaburzen w tworzeniu przegrod poprzecznych w szczepach
pozbawionych bialek segregacyjnych ParA i ParB. Analizowano takze dynamike formowania
filamentu $ledzac  polozenie biatka ParA-GFP oraz powstawanie kompleksow
nukleoproteinowych z wykorzystaniem biatka ParB-GFP. Badania mutantéw S. venezuelae
pozbawionych chromosomalnych genéw pard i/lub parB wykazaly znaczenie ParA/B dla
prawidlowej segregacji chromosomow i podziatéw komorkowych, a takze szybkosci wzrostu
oraz dlugosci sporulujacych strzgpek. Obserwowany efekt mierzony liczba przedziatow
komoérkowych pozbawionych DNA oraz minikompartmentéw byt jednak dwukrotnie stabszy niz
obserwowany wczesniej w mutantach S. coelicolor, co Doktorantka tlumaczy obecnoscia poza-
chromosomalnych kopii genéw pard/B w szczepie S. venezuelae. Czy dodatkowe Kopie genow
s3 duplikacja genéw chromosomalnych, czy tez roéznig si¢ od nich sekwencja
nukleotydow3? Czy nadprodukcja poza-chromosomalnych genéw pard/B cofnelaby
obserwowany efekt inaktywacji genéw chromosomalnych? Z badan przeprowadzonych przez
Doktorantk¢ oraz z licznych prac zespolu jasno wynika znaczaca rola bialek ParA/B w
segregacji chromosomoéw i podziatach komérkowych. Mimo to w komérkach mutantow,

znakomita wig¢kszo$¢ kompartmentéow (80-90%) jest prawidlowa, czy mozna wigc
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stwierdzi¢, ze bialka te odgrywaja jedynie pomocniczg rol¢ w segregacji chromosomoéw u
Streptomyces a ich brak czesciowo kompensujg inne mechanizmy? Badania Doktorantki
przeprowadzone z wykorzystaniem fuzyjnego biatka FtsZ-GFP pokazaly, ze obecno$é¢ biatek
ParAB wplywa na przestrzenng organizacj¢ oraz czas tworzenia pierscieni Z, a mutanty
pozbawione funkcjonalnego bialka ParB charakteryzuja si¢ zaburzeniami w strukturze
przestrzennej pierscieni Z. Bardzo interesujace bylo takze pokazanie zaleznosci pomiedzy
obecnoscig bialek ParA/B a kondensacja chromosoméw. Z zastosowaniem techniki ChIP-seq
Doktorantka potwierdzita ,,ParA-zalezne” wigzanie biatkka ParB do sekwencji parS oraz
wykazala wigzanie si¢ ParB pomigdzy miejscami parsS. Nastgpnie Autorka obserwowata wplyw
obniZzonego poziomu topoizomerazy I na tempo wzrostu i réznicowanie S. venezuelae oraz
stopiefi kondensacji chromosoméw. Doktorantka wykazata takze, ze obnizenie poziomu TopA
oraz zwigkszenie superskrgcenia chromosomu przyspiesza tworzenie pierécieni Z w strzepce.
Precyzyjna analiza czasu wzrostu strzgpek, osiggnietej dlugosci, szybkosci wydtuzania,
powstawania pierscieni Z, czasu ich trwania, czasu sporulacji i rdéznicowania pozwolila
stwierdzi¢, ze zmiany w kondensacji chromosoméw wplywaja na czasowo-przestrzenna
organizacj¢ pierscieni Z w strzgpkach S. venezuelae a zwickszona kondensacja DNA moze
przyspiesza¢ tworzenie pierscieni Z w obszarach wolnych od DNA. Trudno wykluczy¢ jednak,
ze obserwowane zmiany wynikaja cho¢by czgéciowo ze zmian w poziomie ekspresji gendw,
wynikajgcych z poziomu superskrgcenia DNA, kodujacych biatka regulujace proces
polimeryzacji czy lokalizacji FtsZ. Ciekawym byloby zbadanie transkryptomu i/lub proteomu
mutanta z obnizonym poziomem TopA pod katem poziomu ekspresji potencjalnych biatek
stabilizujgcych czy destabilizujgcych pierscienie Z. Prosze Doktorantke o krotki komentarz
do powyzszej uwagi.

Ogrom otrzymanych w czasie przeprowadzonych badan wynikow, zastosowanie nowoczesnych
metod molekularnych dla konstrukcji i analizy mutantéw bakteryjnych, potaczonych z analiza
filméw poklatkowych pozwalajacych na $ledzenie w czasie zmian zachodzacych w
pojedynczych strzepkach czy kompartmentach, dowodzi skutecznej realizacji ambitnych celow
pracy. Na szczeg6lng uwage zastuguje bardzo precyzyjne dobranie ukladéw kontrolnych
pozwalajacych na wycigganie wiarygodnych wnioskéw z przeprowadzanych badan.

Dyskusja pracy zostala napisana bardzo dojrzale, ze znakomita znajomos$cia tematu, a

Doktorantka w sposéb krytyczny odnosi uzyskane przez siebie wyniki do danych literaturowych.
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Whioski wyciagniete przez Doktorantk¢ maja silne podstawy w prezentowanych wynikach pracy

1 mozna uznac je jako w pelni uprawnione.

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z praca doktorskg Pani mgr Magdaleny Donczew uwazam,
ze ambitne cele rozprawy doktorskiej zostaly w pelni osiggniete a uzyskane wyniki nalezy uznaé
za oryginalne i bardzo wartosciowe. Wnosze do Rady Wydziatlu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Magdaleny Donczew do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Z uwagi na podjete ryzyko naukowe, uzyskane cenne wyniki poznawcze oraz jako$¢ naukowa
ocenianej pracy prosz¢ Szanowna Rade¢ o nagrodzenie pracy doktorskiej Pani Magdaleny

Donczew przewidziang w regulaminie nagroda.
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