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Pracownia Genetyki i Fizjologii Mycobacterium

Instytut Biologii Medycznej PAN, £.6dZ

Ocena pracy doktorskiej mgr inz. Joanny Holéwki pt. ,,Rola bialka HupB w

organizacji chromosomu Mpycobacterium smegmatis”.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata wykonana w Zakladzie Mikrobiologii Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroclawiu pod
kierunkiem Prof. dr hab. Jolanty Zakrzewskiej-Czerwifiskiej. Promotor pracy, jak i kierowany
przez Nig zesp6t to uznany na $wiecie autorytet w dziedzinie replikacji i segregacji materiatu
genetycznego bakterii. Realizacja pracy doktorskiej w tak znakomitym zespole stawia przed
Doktorantkg wysokie oczekiwania, ktére zmierzaja do rozwigzania nowych, merytorycznych
probleméw naukowych. Jednoczesnie, Doktorantka przystepujac do wykonania celéw pracy
doktorskiej miata do dyspozycji bardzo dobry warsztat badawczy, niezbedng aparature naukowa
1 co zastuguje na podkreslenie wiedze i doswiadczenie naukowe promotora.

Prac¢ doktorska Pani mgr Joanny Hotowki stanowi zbiér dwoch prac eksperymentalnych,
spdjnych tematycznie, opublikowanych w prestizowych czasopismach naukowych o
sumarycznym wspotczynniku cytowalnosci IF ok. 11 oraz jednej pracy przeglagdowej
opublikowanej w jezyku polskim. We wszystkich zalaczonych pracach Doktorantka jest
pierwszym autorem, a dotgczone o$wiadczenia wspotautorow nie pozostawiaja zadnych
watpliwosci co do Jej kluczowej roli w realizacji opisywanych badan.

Przedmiotem zainteresowania Doktorantki jest biatko HupB, nalezace do grupy biatek
zwigzanych z nukleoidem (NAP) i jego udzial w organizacji chromosomu podczas cyklu
komorkowego M. smegmatis. Ten przedstawiciel szybkorosngcych mykobakterii, stanowi
organizm modelowy dla badan pratkéw gruzlicy. Z uwagi na weigz istotny problem kliniczny
jakim sg pratki gruzlicy, jak rowniez brak wiedzy na temat unikatowej, C konicowej domeny
biatka HupB, oraz ograniczong wiedz¢ o procesie replikacji DNA u tej grupy organizméw i

specyficzne cechy podzialow komérkowych mykobakterii uwazam, ze wybrana tematyka badan
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jest interesujgca i aktualna. Badania lokalizacji biatka HupB M. smegmatis 1 mutanta
pozbawionego C-koncowej domeny zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem technik
mikroskopii fluorescencyjnej oraz rekombinowanych szczepoéw bakteryjnych umozliwiajacych
ekspresje analizowanego biatka w fuzji z biatkami fluorescencyjnymi.

Zalaczone publikacje stanowigce podstawe recenzowanej pracy doktorskiej zostaty poprzedzone
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim oraz krétkim wprowadzeniem opisujacym cele
naukowe i najwazniejsze osiggniecia prezentowanych prac. Doktorantka cytujac odpowiednia
literature stwierdza (str. 8), ze ,,usuniecie genu hupB jest letalne dla pratkow w czasie infekcji
makrofagow a u M. smegmatis powoduje zwigkszong wrazliwo$¢ na warunki stresowe...” Czy
Doktorantka moglaby skomentowaé¢ i wyjasni¢ mechanizm nabywania wrazliwosci M.
smegmatis na opisywane warunki stresowe zwigzane z brakiem bialka HupB, jak rowniez
jego udzial w infekcji makrofagow przez pratki gruzlicy? Ponadto Doktorantka wspomina o
mozliwosci wykorzystania HupB jako ,celu dla antybiotykoterapii w leczeniu gruzlicy”.
Dlaczego Doktorantka uwaza, ze bialko HupB jest dobrym kandydatem, celem do
poszukiwania nowych lekéw przeciwpratkowych? Jakie badania nalezaloby przeprowadzié
aby zweryfikowa¢ tak postawiong hipotez¢?

W pracy eksperymentalnej opublikowanej w mBio (Hotowka i wsp., 2017) zostaty
przeprowadzone globalne analizy wigzania biatka HupB na chromosomie M. smegmatis z
wykorzystaniem rekombinowanych szczepoéw M. smegmatis poddajacych ekspresji biatko HupB
i mutanta pozbawionego C-koncowej domeny w fuzji z odpowiednimi biatkami zielonej i
czerwonej fluorescencji. Zastosowanie mikroprzeptywowej mikroskopii fluorescencyjnej w
czasie rzeczywistym oraz mikroskopii wysokorozdzielczej pozwolito na bezposrednie §ledzenie
w pojedynczych komorkach lokalizacji biatka HupB na chromosomie. Bardzo dobrze
zaplanowane eksperymenty, poczawszy od globalnej analizy wyznaczania miejsc wigzania
biatka HupB z wykorzystaniem techniki immunoprecypitacji chromatyny in vivo potaczonej z
glebokim sekwencjonowaniem (CHIP-seq), poprzez ekspresj¢ bialek fuzyjnych z natywnych
promotoréw, a takze opracowana metoda obrazowania komorek bakteryjnych pozwolita na
precyzyjne okreslenie lokalizacji HupB na chromosomie M. smegmatis w szczeg6lnosci w
regionach oriC, jak rowniez wykazanie bezposredniego udzialu domeny C- koncowej biatka w

wigzaniu si¢ do DNA in vivo. Imponujgca wiedza i do§wiadczenie zespolu w badaniach nad
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organizacja chromosomu bakteryjnego pozwolita na wiasciwe zinterpretowanie wielu wynikow
pozyskanych z eksperymentéw w postaci zdjeé i filméw.

Druga praca eksperymentalna opublikowana w Journal of Bacteriology (Hotéwka i wsp., 2018)
jest kontynuacjg i poszerzeniem badan Doktorantki opublikowanych w poprzedniej pracy. W
pracy tej Autorzy wykorzystuja biatko HupB w fuzji z biatkiem zielonej fluorescencji (eGFP)
lub czerwonej fluorescencji (mCherry) w celu $ledzenia dynamiki zmian zachodzacych na
chromosomie M. smegmatis bezposrednio w trakcie cyklu komérkowego poprzez obserwacje
oriC i ,maszynerii” replikacyjnej. Autorzy postugujac si¢ technikami mikroskopii
fluorescencyjnej wykazali asymetryczne potozenie chromosomu w komérce podczas wiegkszosci
etapow cyklu komoérkowego, blizej nowego bieguna komoérki, w odréznieniu od oriC
lokalizowanego blizej starego bieguna komorki. W zwigzku z tym, iz regiony oriC sy
segregowane w chromosomie mykobakteryjnym w sposéb asymetryczny, co jest zgodne z
wezeSniejszymi  doniesieniami literaturowymi, a w zalgczonej publikacji zostalo
zobrazowane za pomoca mikroskopii fluoroscencyjnej, prosilabym Doktorantke o
wyjasnienie jakie inne metody walidacji moga byé wykorzystane dla wykazania
powyzszych obserwacji?

Konstrukcja biatek fuzyjnych HupB-eGFP, ParB-mCherry oraz DnaN —mCherry umozliwita
Autorom obserwacje dynamiki procesu replikacji w pojedynczej komérce w czasie
rzeczywistym i ujawnita, ze rozpoczgcie nowej rundy replikacyjnej ma miejsce wczesniej niz
rozdzielenie  siostrzanych  chromosoméw prowadzagc do  dziedziczenia czes$ciowo
zduplikowanych chromosoméw. Kolejne badania pozwolity na wykazanie wptywu bialka HupB
na dynamike inicjacji procesu replikacji wskazujac na jego opdznienie w przypadku Szczepow
pozbawionych funkcjonalnego biatka HupB lub jego C-konicowej domeny, co w konsekwencji
przyczynia si¢ do wydtuzenia czasu podziatu komérkowego.

Trzecia zalaczona praca, to praca przegladowa opublikowana w Post. Hig. Med. Dogw.
(Hotoéwka J, Plachetka M, 2017). Stanowi ona opis biatek odpowiedzialnych za organizacje
chromosomu bakteryjnego, ze skupieniem uwagi na bialkach NAP, a takze zawiera opis
nowoczesnych, wysokorozdzielczych metod mikroskopii stosowanych do analiz oddziatywan
DNA-bialko oraz wysokoprzepustowych metod analiz DNA umozliwiajacych prowadzenie
badan nad organizacjg i dynamika chromosomu bakteryjnego, réwniez w aspekcie oddziatywan

przestrzennych mikro- i makrodomen (metody 3C, 4C, 5C i Hi-C). Praca ta z pewnoscia bedzie
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mogta zosta¢ wykorzystana jako cenne Zrédto podstawowych informacji o nowych technikach
stosowanych w badaniach organizacji chromosomu bakteryjnego. W trakcie pisania pracy
wkradl si¢ drobny blad jezykowy dotyczacy nieprawidlowego okreslania DNA pamietajac, ze
jest to rzeczownik rodzaju meskiego.
Lektura pracy doktorskiej Pani mgr inz. Joanny Hotéwki stanowi bardzo interesujacy zbidr wielu
waznych wynikow, a ich profesjonalne omowienie i przedstawienie w postaci zdjeé, wykresow,
rycin i filmow, jak rowniez wiasciwie wyciaggnigte wnioski z otrzymanych wynikow i
prawidlowo przeprowadzona dyskusja swiadczg o znakomitej znajomosei tematyki badawczej
oraz umiejetnosci krytycznego spojrzenia na whasne wyniki badan.
Na zakonczenie chcialabym poprosi¢ Doktorantke o podzielenie si¢ podczas publicznej
obrony swoimi przemys$leniami na ponizsze kwestie:
e (Czy planuje Pani sprawdzi¢ organizacj¢ i dynamike chromosomu u wolnorosngcych
przedstawicieli Mycobacterium, w kontek$cie biatka HupB?
e C(Czy znane sg oddziatywania biatka HupB z innymi biatkami pratkow, w jakich innych
procesach komérkowych to biatko moze bra¢ udziat?
e W jaki sposob biatko HupB moze by¢ zaangazowane w mechanizm nabywania opornosci

pratkow na izoniazyd?

Podsumowanie:

Po szczegélowym zapoznaniu si¢ z pracg doktorska Pani mgr inz. Joanny Holowki
uwazam, ze przedstawiona do oceny praca zawiera oryginalne i bardzo warto$ciowe
wyniki. Wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda PAN o dopuszczenie mgr Joanny Holéwki do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
7 uwagi na podjetg tematyke badan i uzyskanie niezwykle waznych wynikéw oraz

jakos¢ naukowsg ocenianej pracy prosz¢ Szanowng Rade o nagrodzenie pracy doktorskiej Pani

mgr inz. Joanny Holéwki przewidziang w regulaminie nagroda.
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