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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Donczew pt” Analiza

dynamiki wzrostu, réznicowania i segregacji chromosoméw u Streptomyces venezuelae”

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Donczew wykonana zostata pod kierownictwem
dr hab. Dagmary Jakimowicz w zespole prof. dr hab. Jolanty Zakrzewskiej-Czerwinskiej.
Zespot ten od wielu lat zajmuje si¢ zagadnieniami replikacji DNA i segregacji chromosoméw
oraz koordynacjg tych proceséw gloéwnie u promieniowcdw, Streptomyces coelicolor czy
Mycobacterium sp. publikujac wyniki swoich badan w prestizowych miedzynarodowych
czasopismach naukowych. Oznacza to, ze doktorantka realizowala swéj projekt w
doskonatym s’rodowisku naukowym.

Projekt miatl na celu zbadanie wplywu dwoch biatek segregacyjnych ParA i ParB oraz
topoizomerazy I na dynamike wzrostu i réznicowania sie strzepek nowego organizmu
modelowego Streptomyces venezuelae. Wybor tego organizmu spowodowany byt
mozliwoscig sledzenia rozwoju strzepek na wszystkich etapach réznicowania (w
przeciwienstwie do S. coelicolor gatunek ten sporuluje na podtozu statym bez koniecznogci
kontaktu grzybni z powietrzem a takze w podtozu ptynnym). Doktorantka do realizacji
postawionych celéw mogta wige wykorzysta¢ technike zdjeé poklatkowych (time-lapse
fluorescence microscopy) oraz przygotowaé préby do analizy ChIP-seq w fazie sporulacji.
Obserwacje mikroskopowe w czasie pozwolity na okreslenie czasu wzrostu strzepek od
momentu powstania odgalezienie do zatrzymania wzrostu, dtugosci strzepek, czasu
sporulacji, w tym czasu dojrzewania spor. Wyznaczano dhugosci kompartmentéw dla nowo
tworzacych sig spor i badano obecnos¢ prespor bez DNA. Przy uzyciu szczepéw kodujacych
biatko hybrydowe FtsZ-YPet wyznaczano czas i intensywnos¢ tworzacych sie pierscieni Z w
czasie sporulacji, dtugo$¢ ich trwania. Podobne analizy przeprowadzono dla szczepow
pozbawionych gendw pard, parB czy z tzw deplecja TopA (delecja genu fopA4 byla letalna).

Podjeto tez proby wizualizacji biatek ParA i ParB w fuzjach z EGFP zaréwno w szczepie



dzikim jak tez z obnizona ekspresja top4. Wyniki tych kompleksowych badan przedstawione
W rozprawie sg bardzo interesujace i niewatpliwie stana si¢ podstawa do dalszych analiz tego
organizmu.

Czes¢ szczegélowa recenzji

Praca ma klasyczny uktad, tekst podzielony jest na typowe czesci uzupetnione
kilkoma zatgcznikami, wsrod nich zatgcznikiem elektronicznym z dokumentacja filmowa
mikroskopowych obserwacji przyzyciowych.

Wstep poswigcony jest zagadnieniu organizacji/topologii, replikacji i segregacji
chromosoméw oraz podziatéw komérkowych bakterii i na tym tle przedstawieniu
Streptomyces coelicolor jako dotychczas najlepiej poznanego modelowego organizmu wéréd
promieniowcéw. Wstep zakonczony jest wskazaniem zalet nowego obiektu badan, ktérym
zajmowala si¢ doktorantka, czyli S. venezuelae.

Wstep jest bardzo ogélnikowy, w moim odczuciu popularnonaukowy a nie naukowy.
Proba ,,wrzucenia do jednego worka” danych dla réznych bakterii, o ktérych wiadomo, ze
roznig si¢ organizacja genomow, lokalizacja replisoméw, przebiegiem replikaciji, procesami
segregacji, cyklem zyciowym, morfogeneza, sprzyjato licznym niescistosciom. Zataczam
kilka przyktadéw: ,,Krétko po inicjacji replikacji rozpoczyna sie proces segregacii
chromosomow” str 23 (a jak jest u E. coli?), u Caulobacter crescentus ,,przed rozpoczeciem
replikacji oriC lokalizuje si¢ specyficznie przy jednym z biegunéw komoérki - przysztym
biegunie komorki osiadlej” str 23 (to réwniez obecny biegun!), ,,chromosomalne biatka ParA
naleza do typu I biatek segregacyjnych, podczas gdy biatka typu II i Il uczestnicza w
segregacji DNA plazmidowego” str 25, (bialka typu I to najpowszechniej wykorzystywane
bialka w partycji plazmidéw niskokopijnych i dzieki tym badaniom tak dobrze
poznane).

Wiele niescistosci wkradlo si¢ rowniez na etapie interpretacji przytaczanych prac np.
U B. subtilis zidentyfikowano 10 takich miejsc (parsS), z czego badaniami in vivo
potwierdzono wigzanie biatka Spo0J do 8 z nich” str 26 (cytowana praca Breiera i
Grossmana z 2007 potwierdza wiazanie do 10 miejsc in vivo), ,,Dimeryzacja domen N-
koficowych Spo0J (ParB) z Thermus thermophilus, (Leonard et al., 2004) jest niezbedna do
zwiazania DNA” str 27 (gléwne domeny dimeryzacyjne to domeny C-koncowe, ktére s3
absolutnie potrzebne do wiazania parS, ze wzgledu na ruchomy lacznik miedzy N- i C-
domeng nikomu do tej pory nie udalo si¢ wykrystalizowaé calych bialek ParB, autorzy
krystalizowali tylko domeng¢ N-terminalna dodatkowo obcieta z N-korica i
zidentyfikowana przez nich potencjalna plaszczyzna interakeji monomerow Spo0J
odpowiada domenie polimeryzacyjnej scharakteryzowanej w pracy Kusiak et al 2011).
Réwniez z pracy cytowanej Graham et al., 2014 i nie cytowanej Broderesz et al., 2014
wynika, ze oprocz dimeryzacji (interakcje C-domen), polimeryzacji na DNA (interakcje
miedzy sasiadujgcymi dimerami przy udziale domeny polimeryzacyjnej w N-koncu)
dodatkowo postulowane jest oddziatywanie na dystans miedzy tetramerami tzw



bridging/looping, nie jest to ,,inny mechanizm warunkujacy powstanie segrosomu” a raczej
rozszerzenie istniejgcej teorii o potencjalna trzecia domene/ptaszczyzne interakcji.

Efekt mutacji parAB w P. putida jest zalezny od fazy wzrostu, cytowana liczba 10%
komorek (str 28) bez DNA (anucleate) dotyczy wejscia w faze stacjonarna, w fazie
aktywnego wzrostu nie ma wptywu na tempo wzrostu czy segregacje chromosoméw w
przeciwienstwie do P. aeruginosa. Nalezatoby to uscisli¢ podkreslajac roznice gatunkowe.
Warto byloby réwniez wspomnie¢ o postulowanych rolach regulatorowych biatek ParB i
zdecydowanie rozszerzy¢ informacje o najlepiej poznanym systemie ParAB u Caulobacter
crescentus, jego udziale w kontroli cyklu komérkowego.

Podsumowujac, podjety we Wstepie temat zostat zbyt szeroko potraktowany co w
efekcie dato bardzo powierzchowne i nieprecyzyjne informacje, moze nalezatoby sie skupic¢
na szczeg6towym przedstawieniu uzyskanych dotychczas wynikéw badania mechanizmu
replikacji, segregacji chromosoméw, roli kondensacji DNA dla Actinomycetes i na tym tle
omowi¢ ewentualne réznice miedzy Actinomycetes a innymi gatunkami bakterii. Chcialabym
uslysze¢ od doktorantki o réznicach w organizacji topologicznej genoméw i roli
topoizomeraz i bialek SMC w komorkach réznych gatunkach bakterii, oczywiScie w
ujeciu syntetycznym.

Rozdzial Materialy i Metody jest najdtuzszym rozdziatem (75 stron). Mysle, ze z
powodzeniem mozna byto unikng¢ powtarzania graficznych identycznych schematow
przebiegu konstrukcji mutantéw chromosomalnych. W testach weryfikacji uzyskanych
szezepOow zwraca uwage brak specyficznosei przeciwciat anty-ParB (uzyskanych dla ParB z
S. coelicolor a stosowanych do detekcji ParB z S. venezuelae) mimo oczyszczania przeciwcial
na kolumnach z ParB (rozumiem, ze z S. venezuelae?). Na stronie 113 doktorantka opisujac
wyniki RT-PCR  (rys 4.14) konkluduje: ,,W przypadku szczepu pozbawionego
chromosomalnego genu parA poziom biatka ParB jest poréwnywalny z poziomem ze szczepu
dzikiego natomiast w MD004 parA4-egfp poziom ParB jest nizszy ale jedynie w trakcie
poczatkowego etapu sporulacji. Co ciekawe zaobserwowano ze ilo$é bialka fuzyjnego ParB-
EGFP w szczepie MD050 parB-egfp jest znaczaco wyzsza od poziomu biatka ParB w
szezepie dzikim”. Wnioski sa stuszne ale dotycza transkryptow.

Zainteresowana pewnymi metodami chciatam zajrze¢ do czesto cytowanej pozycji
literatury Kieser et al.,2000, ale nie znalaztam jej w spisie literatury, natomiast zauwazytam
duplikowane te same pozycje literaturowe w wersji ai b. W tym miejscu chcialabym tez
zwréci¢ uwage na inne drobne bledy redakcyjne: na wykresach krzywych wzrostu Rys. 5.21
5.28 Zle oznaczono 0§ Y to nie log (OD600) tylko wykres OD600 w czasie przedstawiony w
skali pétlogarytmicznej, ,,postanowiono sprawdzi¢ czy biatko ParB zaburza organizacje DNA
podczas tworzenia pierscieni Z” raczej brak biatka ParB w mutancie str 161 i wreszcie czysto
techniczna uwaga: powinno si¢ unika¢ dzielenia tabel na dwie strony (jesli nie wynika to z ich
wielkosci; str 151/152, 168/169) czy zatgczania legendy do Rys. na odrebne;j stronie.

Wyniki



Imponujaca ilos¢ danych doswiadczalnych zostata przedstawiona w sposob logiczny,
uporzadkowany, udokumentowana $wietnej jakosci zdjeciami i uzupeliona wynikami analiz
ilosciowych. Bardzo dobra prezentacja graficzna z legendg do obserwowanych zmian
morfologicznych zachodzacych w czasie pozwala weryfikowaé gléwne wnioski autorki.

Najwazniejsze osiggniecia to:

* wykazano, ze wptyw delecji genéw parA4 i/lub parB w S. venezuelae na przebieg
sporulacji jest jakosciowo podobny: zarodniki pozbawione DNA, nieregularnie
rozmieszczone przegrody komérkowe (minikompartmenty i maxikompartmenty) ale
znacznie mniejszy niz w S. coelicolor (np. zarodniki pozbawione DNA 26% w
mutancie Sc parAd i 17% w Sc parB a tylko 10% i 4% odpowiednio w mutantach Sv),
wydtuzenie strzepek sporulujacych w mutantach par4 obu przedstawicieli, dla Sv
wykazano tez wigksze tempo wydtuzania sie strzepek w mutancie par4 i odwrotny
efekt w mutancie parB ale za to wydtuzenie czasu wzrostu strzepki w parB;

* potwierdzono wigzanie si¢ ParB do miejsc parS metoda ChIP-seq a takze wptyw ParA
na interakcje ParB-parS;

* wykazano zaburzenia w czasie pojawiania si¢ pierscieni FtsZ(FtsZ-YPet) w mutantach
par: opdznienie w mutancie AparA do 15 min po zatrzymaniu si¢ wydtuzania strzepki
(WT czas 0) a przyspieszenie w mutancie AparB (28 min przed czasem 0 w AparAB
nawet 39 min), a w mutancie pozbawionym ParB obserwowano zaburzenia
kondensacji DNA;

e wykazano wplyw obnizenia st¢zenia TopA na wzrost kondensacji DNA
chromosomalnego podobnie jak dla S. coelicolor.

W strzgpkach sporulujacych podjeto probe wizualizacji ParA i ParB w fuzjach z EGFP
zastgpujacych ich natywne odpowiedniki. Wedtug mnie wnioski z tych doswiadczen nalezy
traktowac z wigksza ostrozno$cig poniewaz szczepy MD004parA4-egfp i MDOS50parB-egfp
majg fenotyp mutantéw z niefunkcjonalnymi lub tylko cze$ciowo funkcjonalnymi ParA i
ParB. Szczepy te charakteryzujg si¢ one podwyzszona iloscig spor bez DNA (odpowiednio 5 i
6% w pordwnaniu z 0.4% w szczepie WT) i zaburzeniami w tworzeniu przegréd. Miara
zaburzen sa nie tylko ilo$ci minikompartmentéw (mniejszych niz 0.8 pM) ale i nietypowo
diugie kompartmenty (wigksze niz 2 uM). ktére wystepuja odpowiednio w ilosciach 2% mini
i16% wydluzonych w szczepie WT, podczas gdy w pardegfp obserwowano co prawda nie
zmieniong ilo$¢ minikompartmentéw ale 29,5% wydtuzonych (w poréwnaniu z 34% w
AparA) a w parBegfp az 7% mini i 35% wydtuzonych kompartmento versus 11% i 29% dla
AparB.

Zaobserwowano powstawanie duzszych strzepek i wieksza szybkos¢ wydtuzania sie
strzgpek w pardegfp (efekt jak w mutancie delecyjnym), zaobserwowano tez inna lokalizacje
ParA-EGFP niz w S. coelicolor (nie w wierzcholku strzepki).

W mutancie parBegfp ,,pomiary wykonano tylko dla 10 strzepek bo obecnosé¢ fuzyjnego
bialka ParB-EGFP ostabita zdolnos¢ szczepu MDO050 do petnego réznicowania w warunkach
mikroskopowych”, czas réznicowania strzepki byt znacznie krétszy w poréwnaniu ze



szczepem dzikim, ParB tworzyto nieregularnie rozmieszczone skupiska (a nie jak twierdzi
autorka na str 174- regularnie). Wydaje mi si¢, Ze obserwacje zmian mozna by bylo latwiej
interpretowa¢ uzywajac szczepu z natywnym operonem parAparB i z dodatkows kopia
parA-egfp czy parB-egfp w innym miejscu chromosomu o $ci§le regulowanej ekspresji.

W konsekwencji moje zastrzezenia budzi tez uzycie mutantéw AropA pAV11b ptcp830-
fopA w tle genetycznym parA-egfp i parB-egfp (szczepy MD401 i MD501) do badania efektu
obnizenia stgzenia TopA na wzrost strzepek i segregacje DNA w czasie sporulacji.

Szczep MDO13 z deplecja TopA (delecja fop4 komplementowana przez dodatkowa kopie
topA pod promotorem indukowanym anhydrotetracyklina) rosngc bez induktora wykazywat
8% ilosci TopA, natomiast po indukcji (atet 10 ng/ ml) okoto 12%. Autorka stwierdza, ze
zarowno bez induktora jaki i z niskim st¢zeniem induktora szczep ten rost bardzo powoli na
podlozu statym i ,,nie byt zdolny do tworzenia zarodnikéw” (str 181), prezentowane
fotografie wskazuja jednak, ze 10 ng/ ml atet zdecydowanie przyspiesza wzrost i umozliwia
sporulacje na podtozu statym i catkowicie odwraca efekt mutacji w czasie wzrostu bakterii w
podiozu plynnym (Rys.5.27 i 5.28). Badania mikroskopowe to potwierdzily brak sporulacji i
zwigkszenie kondensacji DNA bez stosowania induktora i mniejsze ale wyrazne zmiany w
kondensacji DNA i zaburzenia tworzenia pierscieni FtsZ w tworzacych sie strzepkach przy
progowym stezeniu induktora.

Prosz¢ o wyjasnienie dlaczego nie stosowano anhydrotetracykliny do indukcji
promotora pTCP830 w szczepach MD401 i MD501 (4ftopA pAV11b ptcp830-topA w tle
genetycznym parA-egfp i parB-egfp odpowiednio) a wigc prowadzono obserwacje typu
time-lapse zachowania si¢ ParA i ParB w warunkach braku sporulacji i silnego
hamowania wzrostu?

Uzyskano trudne do interpretacji wyniki odwracania efektow deplecji TopA przez fuzje
pard -egfp (czas wzrostu, dtugos¢ strzgpek) czy przyspieszania lizy strzepek w obecnosci
bialek fuzyjnych (silniej parB-egfp). Wydaje mi sig, ze wplyw deplecji TopA na
zaburzenia segregacji chromosoméw mozna by bylo dopiero ocenié¢ hodujac
szczep AtopA pAV11b ptep830-topA w tle genetycznym z nieuszkodzonym kompletem
genow parAB i z dodatkowa SciSle regulowana kopig genu parA-egfp lub parB-egfp, oraz
stosujgc progowe stezenie induktora dla podniesienia stezenia TopA pozwalajace na
wzrost strz¢pek i sporulacje.

Dyskusja

Dyskusja jest przeprowadzona logicznie chociaz jak wspomniatam przy omawianiu wynikow
trudno jest bezkrytycznie przyjmowac rezultaty uzyskane w warunkach deplecji TopA i
sledzenia czesciowo aktywnych bialek fluorescencyjnych ParA i ParB w strzepkach S.
venezuleae. W Dyskusji znalaztam tez wiele informacji, ktére powinny znalez¢ sie we
Wstepie , np. szczegdlowe dane dotyczace badan nad S. coelicolor czy informacje o udziale
biatek Par w cytokinezie u Caulobacter crescentus a z drugiej strony wiele zbednych
powtdrzen informacji zawartych we Wstepie.



Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z praca doktorskg uwazam, ze przedstawiona do oceny
praca zawiera oryginalne i wartosciowe wyniki i otwiera perspektywy dalszych badan.
Doceniam ogromny wktad pracy wlozony w konstrukcje szczepéw, weryfikacje i zmudna
analize uzyskanych zdje¢ poklatkowych. Moje krytyczne uwagi poddaje pod rozwage przy
planowaniu dalszych eksperymentow.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska Pani mgr Magdaleny Donczew spelnia wymagania stawiane pracom
doktorskim. Wnosze zatem do Wysokiej Rady Naukowej Wydzialu Biotechnologii

Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie mgr Magdaleny Donczew do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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