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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Moniki Piéro

p.t. Analiza gatunkowo swoistych oddzialywan biatek zaangazowanych w
segregacje chromosomu Mycobacterium

Analysis of species — specific interactions of mycobacterial chromosome
segregation proteins

Poznanie podstaw genetycznych i molekularnych proceséw zachodzacych w cyklu
komorkowym bakterii jest niezwykle waznym aspektem badawczym. Mechanizmy
replikacji, segregacji i podziatu komorek nalezg do tych najwazniejszych procesow,
ktérych prawidtowy przebieg decyduje o przezywalnosci mikroorganizméw w
okreslonych srodowiskach. W Zakiadzie Mikrobiologii Molekularnej Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczainej PAN we Wroctawiu od wielu lat, z duzym
sukcesem prowadzone sg badania dotyczace replikacji i segregacji nukleoidu w
bakteriach i promieniowcach. Przedstawiona do oceny rozprawa dokiorska mgr
Moniki Pioro zostata wykonana w tym Zakfadzie pod kierunkiem prof. dr hab.
Dagmary Jakimowicz. Wyniki badan zostaly czesciowo opublikowane w wysoko
notowanym czasopiSmie Molecular Microbiology (2018) w pracy p.t. “Competition
between DivIVA and the nucleoid for ParA binding promotes segrosome separation
and modulates mycobacterial cell elongation” (doi: 10.1111/mmi.14149). W tej
wspodtautorskiej pracy, mgr Monika Pioro jest pierwszym autorem, co wskazuje na Jej
dominujacg role w wykonaniu eksperymentéw i ich opracowaniu. Badania
prowadzone w ramach pracy doktorskiej byly finansowane z grantu Harmonia
(2014/14/M/NZ1/00076), Narodowego Centrum Nauki. Bardzo obszerna (126 str.) i




starannie opracowana pod wzglédem redakcyjnym rozprawa doktorska sktada sie z
czesci wymaganych w pracy doktorskiej takich jak, Streszczenie, (Abstract), Wstep,
Wyniki, Dyskusja i Bibliografia. Jest réwniez Suplement uzupetniajacy opis kilku
eksperymentdw nieumieszczonych w Materiatach i Metodach.

Wstep jest dobrze opracowanym, aktualnym przeglagdem wiedzy dotyczacej
kolejnych etapdw cykiu komorkowego bakterii, ze zwréceniem szczegoéinej uwagi na
odmiennosci tego cyklu w réznych rodzajach bakteri, a szczegdlnie w
Mycobacterium spp. Modelowym gatunkiem rodzaju Mycobacterium jest M.
smegmatis ze wzgledu na niepatogenno$é i szybki wzrost w poréwnaniu do
patogennych, wolno rosnacych szczepow M. tuberculosis, czy M. leprae. Dodatkowo,
w M. smegmatis mozliwe jest zastosowanie wielu technik molekularnych
umozliwiajacych ztozone manipulacje genetyczne, ktére skutecznie zastosowano w
tej pracy doktorskiej. Mechanizm replikacji chromosomu, segregacja potomnych
replikonéw oraz podziat komorki jest wspolny dia wszystkich bakterii. Jednak cykl
komdrkowy promieniowcéw, w tym Mycobacterium sp. jest odmienny od innych
bakterii i np. za kontrole miejsca syntezy peptydoglikanu, jednego ze sktadnikéw
sciany komoérkowej u promieniowcdw, odpowiada biatko DivIVA, ktore jest
zlokalizowane wierzchotkowo, co powoduje biegunowe wydiuzanie komorek, w
odréznieniu od podtuznego wzrostu u innych bakterii. Biatko to jest niezbedne dia M.
smegmatis, czym rézni sie od analogicznego biatka w M. tuberculosis. W cyklu
komorkowym M. smegmatis obserwuje sie asymetriec w wydtuzaniu i podziatach
komorek, co powoduje powstawanie subpopulacji komoérek o réznej dtugosci,
roznigcych sie takze wrazliwoscig na antybiotyki. Asymetryczne jest takze potozenie
poczatku replikacji oriC, z czego wynika asymetryczna segregacja chromosomoéw i
ich lokalizacja w catym cyklu komérkowym. Wigzanie biatka partycyjnego ParB do
sekwencji oriC i wigzanie ParA o aktywnos$ci ATPazy inicjuje replikacje i
robwnoczesng segregacje chromosoméw. Biatka partycyjne w M. smegmatis w
odroznieniu do M. tuberculosis, nie sg niezbedne dla replikacii, ale ich brak iub
mutacje wptywajg znaczaco na proces segregacji. Biatko ParA interaguje nie tylko z
ParB, ale takze z biatkiem wierzchotkowym DivIVA, co jest kluczowe dla koordynaciji
segregacji chromosomow z wydtuzaniem komoérek u Mycobacterium sp. Aktywnosc
DivIVA jest rowniez regulowana E)rzez inne biatka komorkowe oraz przez fosforylacje

i poziom biatka DivIVA.




Wstep jest bardzo cickawym, przegladem literatury wprowadzajgcym
czytelnika do ztozonych mechanizmow molekularnych funkcjonujgcych w réznych

etapach cyklu komdrkowego u réznych bakterii, w tym u Mycobacterium sp.

Pytania dyskusyjne dotyczgce Wstepu:

1. Jak mozna ttumaczy¢ fakt, ze delecja genow parAB M. smegmatis ma stabsze
oddziatywanie na komérki niz delecja pojedynczych genéw parAB?

2. Czy moze istnie¢ jaki$ inny system, ktéry wspotdziata z systemem ParAB?

3. Czy geny parAB M. tuberculosis moga zastgpi¢ funkcje swoistych genoéw M.
smegmatis i odwrotnie?

4. W tytule rozprawy nie ma nazwy M. smegmatis, mimo, ze niemal cata praca
dotyczy tylko tego gatunku.

Giéwnym celem badan przedstawionych w pracy doktorskiej Pani mgr M. Piéro byto
zbadanie oddziatywanh biatek ParA z DivIVA poprzez wprowadzenie w biatku
partycyjnym ParA mutacji punktowych i delecji. Kolejne cele to zbadanie wptywu
zahamowania oddziatywania ParA - DivIVA na segregacje i inne procesy cyklu
komorkowego oraz zbadanie znaczenia tej interakcji dla przezywania bakterii w
warunkach stresowych.

Materialy i Metody to obszerny rozdziat tej pracy doktorskiej, co jest catkowicie
uzasadnione ogromem materiatdw i podtdz uzytych w badaniach, opisaniu
kilkudziesieciu konstruktow, szczepdw wyjsciowych i modyfikowanych. Liczne czesto
innowacyjne techniki molekularne i mikroskopowe stosowane do badania DNA i
biatek w E. coli i odrebnie w Mycobacterium sp. zostaty bardzo dokfadnie opisane i
zilustrowane schematami. Oczywiscie, cze$é tych opracowan i konstruktéw zostata
wykonana przez innych doktorantow czy magistrantéw, ale ich autorstwo bylo
zawsze doktadnie opisahe i cytowane w pracy. Wiekszo$¢ technik molekularnych i
mikroskopowych uzytych w pracy jest trudna w wykonaniu i pracochionna, np.
Konstrukcja oraz przeszukiwanie biblioteki mutantow parA w bakteryjnym systemie
dwuhybrydowym (BTH), czy konstrukcja wektorow i mutantow ParA stosowanych w
roznych analizach mikroskopowych. Precyzja tych badan i ich innowacyjnosc
niewatpliwie przyczynita sie do uZyskania bardzo dobrych efektow i publikacji w

wysoko notowanym czasopismie.
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W kazdym laboratorium mozna spotkac rézne ,modyfikacje” nazw i okreslen w opisie
metod. Kilka takich raczej nieprawidtowych wyrazen chciatabym przytoczyé:

str. 39 - frawienie restrykcyjne enzymem restrykcyjnym.. str.40 wytepianie lepkich

koncow..., str. 41 ..fluorescencje sczytywano.., stezenie biatek mierzono na lizatach,

str.43 — test galaktozydazowy, str. 46, 61 — wektor potrawiano enzymem. Oczywiscie

te wyrazenia sg zrozumiate, ale moze zbyt ,innowacyjne”.

Wyniki

Oddziatywanie biatka ParA z DNA jest istotng interakcja, od ktérej zalezy rozpoczecie
i przebieg cyklu komoérkowego. Wprowadzono trzy ré6zne mutacje punktowe w ParA,
a konstrukty fuzyjne z biatkiem fl]uorescencyjnym wprowadzono do E. coli. Z uzyciem
mikroskopii fluorescencyjhej stwierdzono, ze dzika wersja ParAwr oraz jeden z
mutantow ParAD68A wigza DNA nukleoidu. Dwa inne mutanty nie wykazywaty
wigzania DNA i byly widoczne w catej komérce. Potwierdzenie oddziatywania ParAwt
i ParAD68A z DNA i z ParB uzyskano w heterologicznym systemie dwuhybrydowym
w E. coli. W innych mutantach nie stwierdzono takiego oddzialywania. Réwniez w
mikroskopii  fluorescencyjnej w E. coli stwierdzono kolokalizacje biatka
wierzchotkowego DivIVA z ParAyr i ParAD68A. Co ciekawe mutanty nie wigzace
DNA i ParB wykazywaty silniejsze wigzanie z biatkiem wierzchotkowym DiviVA. W
kolejnym etapie badan, =ze skonstruowanej biblioteki mutantow ParA
wyselekcjonowano mutanta, w' ktérym treonina w trzecim kodonie ParA byta
zastgpiona alaning (ParAT3A) oraz mutanta z delecjg 10 aa w N-koncu biatka ParA.
W systemie dwuhybrydowym oraz w mikroskopii fluorescencyjnej udowodniono, ze
zaréwno ta mutacja punktowa jak i delecja w N-koncu ParA jest odpowiedzialna za
brak wigzania z biatkiem wierzchotkowym, lecz nie zaburza oddzialywania ParA z
nukleoidem. Co wiecej, w tescie dwuhybrydowym stwierdzono réwniez brak
kolokalizacji zmutowanego biatka ParAT3A z biatkiem wierzchotkowym DivIVA
pochodzacych z patogennego M. fuberculosis. Brak kolokalizacji zmutowanego
biatka ParA z biatkiem DivIVA potwierdzono w M. smegmatis z uzyciem poklatkowej
mikroskopii fluorescencyjnej w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem kilku
konstruktow. ,

Kolejny etap badan Doktorantki to analiza wplywu mutacji w ParA na zaburzenia

wigzania i hydrolizy ATP w procesach wigzania ParA z DNA oraz tworzenia




kompleksu wierzchotkowego w M. smegmatis. Analizy prowadzono w preparatach
suszonych i przyzyciowych w mikroskopii fluorescencyjnej oraz w mikroskopii
wysokorozdzielczej SIM (preparaty przyzyciowe). Stwierdzono, ze tylko dzikie biatko
ParA i mutant ParAR219E niewigzacy sie z DNA lokalizowaty sie przej$ciowo na
biegunach i kolokalizowaty sie z biatkiem wierzchotkowym. Pozostate mutanty ParA
nie oddziatywaty z DivIVA. ,

Do badania ruchliwoéci pojedynczych czagstek ParA i mutantéw ParA zastosowano
technike mikroskopowa PALM (Photoactivated Localization Microscopy) z uzyciem
fotoaktywowalnego fluoroforu dotaczonego do badanego biatka. Stwierdzono, ze
biatko ParA i mutant T3A dyfundujg w komorce z podobng $rednig szybkoscig, a
liczba nieruchliwych czgstek wynosi w obu przypadkach ok. 50%. Pozostate mutanty
znacznie roznity sie ruchliwoscig od biatka typu dzikiego, wiecej tez bylo czastek
nieruchliwych w tych szczepach.

Nastepny etap to badanie wplywu mutacji w genie parA na tempo wzrostu i
wydtuzanie komoérek. Stwierdzono, ze mutacje w parA powodujace brak wigzania z
DNA i defekt w wiazaniu i hydrolizie ATP, wptywaty na obnizenie tempa wzrostu i
zwiekszenie dtugos$ci komorek. Mutant ParAT3A niewigzacy sie z biatkiem DivIVA nie
roznit sie tempem wzrostu i dlugoscig komarek od kontroli.

Mutanty ParA, z wyjatkiem ParAT3A, wykazywaly znaczne defekty w segregacii
chromosomoéw, co wynikato ze zmienionej liczby tworzonych segrosoméw. Mimo
braku w mutancie ParAT3A wyraznych zmian w segregacji chromosomoéw badano
znaczenie braku oddzia’fywanié ParA-DivAIV na lokalizacje i przemieszczanie
kompleksow ParB (segrosoméw) w korelacji z inicjacjg replikacji. W analizie z
uzyciem poklatkowej mikroskopii fluorescencyjnej ustalono, ze ta mutacja w biatku
ParA powoduje zmniejszenie szybkosci przemieszczania segrosoméw, ale nie
wptywa na asymetrie ich rozdziatu do biegunéw komorki. Stwierdzono natomiast, ze
to zmniejszenie szybkosci przemieszczania segrosoméw w mutancie ParAT3A
zmienia w istotny sposoéb potozenie nukleoidu w komérce.

W badaniu wptywu mutaciji w ParA na cykl komérkowy M. smegmatis uzyto mutanta
ParAT3A z zahamowanym oddziatywaniem z biatkiem wierzchotkowym i mutanta
ParAR219E ze zwiekszonym oddzialywaniem z DivIVA. Stwierdzono, ze obydwie
mutacje wptywaty na cykl komoérkowy, powodowaty skrocenie czasu miedzy

podziatami oraz zwiekszaly szybko$¢ wydtuzania komoérek. Zahamowanie lub




zwiekszenie oddziatywan mieézy ParA a DivIVA nie wplywalo istotnie na
powstawanie przegrody podziatowej oraz na asymetrie wydtuzania komoérek.

Ostatni etap badan przedstawionych w tej rozprawie, to okreslenie wptywu warunkow
stresowych na oddziatywanie ParA i ParAT3 z DivIVA. W analizie wplywu
wysuszenia komorek na wzajemne oddziatywanie tych biatek w mikroskopii PALM
stwierdzono istotng roznice w mobilnosci biatek, co powodowato réznice w ich
lokalizacji w komorce. Wysuszenie wptywato takze na wzrost tych bakterii, przy czym
liczba tworzonych kolonii przez szczep mutanta ParAT3A byta znacznie nizsza niz
szczepu dzikiego. Brak oddziatywania ParA — DivIVA wptywato negatywnie na
przezywalnosé bakterii (CFU) i tempo ich wzrostu w warunkach gtodzenia. Brak
oddziatywania ParA-DivIVA wplywat takze na przezywalno$¢ bakterii w obecnosci
antybiotyku (kwasu nalidyksowego) oraz opoézniat wznowienie nowego cyklu
komdrkowego po usunigciu antybiotyku.

Pytania:

1. Czy znaczna (50-60%) liczba nieruchliwych czasteczek ParA w komorkach
oznacza, ze sg to komorki niedzielgce sie?

2. Czy w komorce tylko czesé czasteczek ParA jest biologicznie aktywna, co by
oznaczato nadprodukcje biatka ParA?

3. Czy byt badany wptyw mutacji punktowych w genie DiviIVA na przebieg
segregaciji?

W Dyskusji, napisanej w j‘asny, mozliwie skrocony sposob, Doktorantka
podsumowata swoje wyniki badan oraz wnioski wynikajace z poszczegoéinych badan
dotyczacych biatka ParA i mutantéw ParA o roznych aktywnosciach oraz
oddziatywania tych biatek z biatkiem wierzchotkowym DivIVA. Analizowata réwniez
wplyw stresu na aktywno$¢ samych biatek ParA i mutantéw ParA oraz na ich
wigzanie z DivIVA. Doktorantka podkreslita takze nowe osiagnigcia, ktore
przyczyniajg sie do znacznego poszerzenia wiedzy o przebiegu catego cyklu
komdrkowego M. smegmatis. Przedstawita réwniez schematyczny model ztozonych

oddziatywar miedzy biatkami ParA i DivIVA w cyklu komorkowym.

W podsumowaniu, z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do oceny
praca doktorska Pani mgr. Moniki Piéro prezentuje bardzo wysoki poziom naukowy,

wykazuje szerokg wiedze Doktorantki oraz umiejetnos¢ przeprowadzania
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zaawansowanych badan eksperymentalnych. Oceniana rozprawa spetnia wszystkie
wymogi stawiane pracom doktorskim zawarte w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach i tytule naukowym a dotychczasowe osiggniecia naukowe przedstawione w
rozprawie doktorskiej uzasadniajg nadanie Jej stopnia naukowego doktora nauk
biologicznych. W zwigzku z tym, zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu z wnioskiem o przyjecie
rozprawy i dopuszczenie Pani mgr. Moniki Piéro do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoka warto$¢ naukowg i znaczenie poznawcze pracy wnioskuje o
wyroznienie rozprawy stosowng nagroda.
. 3{Lz e

Prof. dr hab. Anna Skorupska




