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Ocena pracy doktorskiej mgr Moniki Piéro pt. ,,Analiza gatunkowo swoistych
oddzialywan bialek zaangazowanych w segregacj¢ chromosomu
Mycobacterium”.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Zakladzie Mikrobiologii Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu pod
kierunkiem Prof. dr hab. Dagmary Jakimowicz. Promotor pracy, jak i kierowana przez Nig grupa, to
uznany na §wiecie autorytet w dziedzinie replikacji i segregacji materiatu genetycznego bakterii.
Realizacja pracy doktorskiej w tak wybitnym zespole stawia przed Doktorantka nowe, wysokie cele
badawcze, ktére zmierzaja do rozwiazania pionierskich, merytorycznych problemow naukowych.
Jednoczesnie, nalezy podkreslié, ze ze wzgledu na dostep do bogatego, wyszukanego warsztatu
badawczego, niezbednej aparatury naukowej i co istotne, do wiedzy i do$wiadczenia naukowego
promotora, stawiane przed Doktorantka oczekiwania sa rowniez bardzo wysokie.
Zesp6t badawcezy, w ktérym Doktorantka realizowata swdj projekt, jest autorem szeregu Swietnie
opublikowanych prac z zakresu segregacji chromosomow, replikacji DNA wykonanych na
modelowych organizmach Streptomyces coelicolor, a takze Mycobacterium smegmatis.
Celem badan Doktorantki byto poznanie roli oddziatywania pomigdzy biatkami ParA i DivIVA u M.
smegmatis. Cel ten realizowano popizez zaproponowanie szeregu badan, ktére zmierzaty min. do
odpowiedzi na pytania czy modyfikacje biatka ParA (brak wigzania ATP i DNA) maja znaczenie w
jego oddzialywaniu z DivIVA; jakie aminokwasy sa bezposrednio odpowiedzialne za to
oddziatywanie; jak brak oddzialywania pomigdzy badanymi biatkami wptywa na procesy segregacji
chromosomow i inne procesy cyklu komérkowego?

Uklad tekstu rozprawy doktorskiej Pani mgr Moniki Pioro jest tradycyjny, czgsc
dog$wiadczalna jest poprzedzona dobrze napisanym wstgpem literaturowym, obrazujagcym obecny
stan wiedzy dotyczacy organizacji chromosomu bakteryjnego, replikacji i segregacji chromosomu

oraz cytokinezy bakterii. Nastepnie Doktorantka zapoznaje czytelnika ze swoim modelem



INSTYTUT Instytut Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk

BiolMed

badawczym charakteryzujac bakterie z rodzaju Mycobacterium, ze szczegdlnym uwzglednieniem
cyklu komoérkowego tych bakterii. Ostatni podrozdziat Wstgpu, poswigcony jest aktualnej wiedzy na
temat biatka DivIVA M. smegmatis i jest jednoczes$nie uzasadnieniem podjetej tematyki badawcze;j.
Wstep pracy jest napisany fadnym, przejrzystym jezykiem naukowym dostarczajacym czytelnikowi
wszystkich informacji koniecznych dla wlasciwej oceny pozostatych czesci pracy. Dobor zagadnien
omawianych we ,,Wstepie” pracy jest rowniez przemyslany i zwigzany z prezentowanymi w
dalszych rozdziatach wynikami wiasnymi autorki. Jedynie w podrozdziale 2.2.1. Wstepu (str. 24)
Doktorantka w sposéb zbyt ogolny charakteryzuje wolno rosnace pratki, w moim przekonaniu ta
czgs¢ powinna zosta¢ pominigte z uwagi na nie do konca precyzyjne informacje.

Na str. 29 Doktorantka napisala W przypadku M. tuberculosis, oba geny, parA jak i parB sq
niezbedne do przeiycia (DeJesus i wsp., 2017). Co ciekawe, biatka ParA oraz ParB z M. smegmatis
i M. tuberculosis charakteryzujq si¢ wysokq homologiq sekwencji aminokwasowej (77% i 71%
podobienstwa biatkowego), wigc byé moie w komdrkach M. smegmatis sq inne czynniki
zaangaiowane w segregacje chromosomow (Casart i wsp., 2008)”. Prosilabym Panig o
rozszerzenie tej wypowiedzi, czy s3 znane inne bialka segregacji chromosomoéw u pratkow
wolno- i szybko rosnacych?

W rozdziale ,Materialy i Metody” autorka zapoznaje czytelnika z zastosowana metodologia badan.
Wszystkie wykorzystywane procedury sa dokladnie i szczegdtowo opisane umozliwiajac ich
odtworzenie w innym laboratorium. Na szczegdlng uwage zashuguje zastosowanie w pracy
mikroprzeptywowej mikroskopii fluorescencyjnej w czasie rzeczywistym i mikroskopii
wysokorozdzielczej do obrazowania pojedynczych komorek bakteryjnych oraz technik biologii
molekularnej, co pozwala przypuszczaé, ze Doktorantka w czasie realizacji pracy zdobyla szerokie
doswiadczenie nie tylko w metodach obrazowania, ale rowniez w pracy laboratoryjnej z kwasami
nukleinowymi oraz biatkami. Na uwage zashuguje dtuga lista skonstruowanych plazmidow (Tab. 1)
oraz szczepow M. smegmatis (Tab. 2) noszacych wybrane, zmodyfikowane lub natywne geny w fuzji
z réznymi biatkami ﬂuores&ncyjnymi, zastosowanych do badan i w duzej mierze przygotowanych
przez Doktorantke.

Moim zdaniem ogrom pracy wloZonej w przygotowanie konstruktéw umozliwiajacych badanie
kolokalizacji biatek fuzyjnych w E. coli (str. 47), a tym bardziej mutantéw delecyjnych i szczepdw
nadprodukujacych badane biatka M. smegmatis (str. 57, 58) moéglby znalezé sie w catosci w
rozdziale Wyniki, jako przygotowanie i weryfikacja modelu badawczego. W tym miejscu pragne

zwroci¢ uwage Doktorantki na niejasny opis dotyczacy ,,Zastosowania homologicznej
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rekombinacji do wprowadzenia zmian na chromosomie M. smegmatis. Konstrukcja szczepow
DJIJMPO06 oraz MP16” (str. 57). Szczep DJIMP06 ma inny genotyp w zamieszczonej Tab. 4.2 niz w
prezentowanym tekscie, prosz¢ Doktorantke o sprostowanie? Jednoczesnie cheialabym zapytaé czy
genotyp mutantéw delecyjnych zostél potwierdzony wylacznie z wykorzystaniem techniki
PCR? Czy Southern blott nie bylby bardziej odpowiednia technika dla potwierdzenia
genotypow uzyskanych mutantow? Dlaczego w metodzie Western blotting (rys. 4.7, str. 61) w
szczepach MP16 i MP09 pozbawionych bialka ParA sa widoczne prazki odpowiadajace ParA,
czego nie obserwuje si¢ dla szczepu kontrolnego M. smegmatis czy szczepu delecyjnego? Czy
moglaby Pani skomentowaé otrzymane wyniki?

Doktorantka w swoich badaniach bardzo umiejetnie wykorzystata uzyskane mutanty
produkujace biatka fuzyjne oraz technike filméw poklatkowych do badan lokalizacji biatek ParA,
ParB, DivIVA w komoérce, a co za tym idzie do badan segregacji chromosomow, wydtuzania
komérki i innych proceséw komdrkowych M. smegmatis. 7 uwagi na wysoka konserwatywnos$é
bialka ParA u bakterii zidentyfikowano odpowiednie aminokwasy w biatku ParA M. smegmatis
zaangazowane w wigzanie 1 hydroliz¢ ATP oraz nieswoiste wigzanie do DNA. Nastgpnie
wprowadzono mutacje powodujace wymiang lizyny zaangazowanej w wigzanie ATP na alaning
(ParAK44A), kwasu asparaginowego zaangazowanego w hydrolize¢ ATP na alaning (ParAD68A)
oraz argininy odpowiedzialnej za nieswoiste wigzanie do DNA na kwas glutaminowy (ParAR219E) i
analizowano oddziatywanie mutantow ParA z DNA w komoérkach E. coli poprzez obserwacje
mikroskopowe zielonej fluorescencji fuzyjnych biatek EGFP-ParA. Czy Doktorantka planuje
wykorzysta¢ inne metody in vitro dla potwierdzenia oddzialywan zmutowanych bialek z DNA?
Pani mgr Monika Piéro wykazata, wykorzystujac system BTH, ze mutacje K44A, D68A, R219E w
biatku T25-ParA wptywaja z rézna sila na oddzialywanie z T18-DivIVA. W tym miejscu poprosze
Doktorantke o odpowiedz na pytanie czy znane sg inne metody, niz BTH, dla potwierdzenie
sily oddzialywan pomiedzy bialkami?

Kolejnym waznym zadaniem badawczym podjetym przez Doktorantkg byla identyfikacja mutacji
T3A w biatku ParA odpowiadajacej za oddziatywanie z DivIVA, a takze wykazanie jej wplywu na
lokalizacj¢ biatka ParA w komodrkach E. coli i M. smegmatis. Ponadto przeprowadzono analizy
wplywu mutacji ParA zaburzajacych wiazanie i hydroliz¢ ATP oraz hamujacych oddziatywanie z
DNA na: lokalizacje fluorescencyjnego biatka fuzyjnego EGFP-ParA, mobilno$¢ ParA, segregacje
chromosomoéw, elongacje komorek i podziaty komérkowe M. smegmatis. Po tej cze$ci Wynikdéw

zobrazowanych w sposob doskonaty analizami mikroskopowymi, nasunglo mi sie pytanie: czy nie
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bialek ParA (T3A itd.) z badanym bialkiem wierzchotkowym DivIVA?

Ostatni podrozdziat Wynikow (5.6) dotyczy wptywu mutacji T3A, znoszacej oddzialywanie biatka
ParA z DivIVA, na przezywalno$¢ M. SIhegmatis w warunkach stresowych tj. gtodzenie, wysuszanie,
traktowanie kwasem nalidyksynowym, ktora oznaczano przez pomiar ggstosci optycznej (OD) lub
liczbe jednostek koloniotwdrczych (CFU). Doktoranta zwraca uwage na dlugi czas przezywania
pratkbw w analizowanych warunkach, jednoczesnie zastosowane procedury nie do korica
wyczerpujaco zostaty opisane, zwlaszcza dla warunkéw wysuszania. Poprositabym Doktorantke o
dokladniejsze wyjasnienie tych eksperymentéw, co wskazywalo na fakt, iz komorki
Mpycobacterium ulegly wysuszeniu?

Nalezy nadmieni¢, ze Doktorantka bardzo starannie zilustrowala przeprowadzone badania i wlozyta
mnostwo pracy w analizy mutantéw bakteryjnych, potaczonych z analiza filméw poklatkowych,
wykorzystujac wysokorozdzielcza mikroskopi¢ co pozwolito na $ledzenie w czasie zmian
zachodzacych w pojedynczych komdrkach bakteryjnych. Warto zwroci¢ uwage na dobrze dobrane
uktady kontrolne pozwalajace na wyciaganie wiarygodnych wnioskéw z przeprowadzanych badan.
W tym miejscu pragne podkresli¢, iz przeprowadzone przez Doktorantke badania zaowocowaty
publikacja w bardzo dobrym czasopismie Molecular Microbiology, o wspétczynniku IF 3,816.
Dyskusja pracy zostata podzielona na podrozdzialy i zawiera przemy$lane interpretacje uzyskanych
wynikow $wiadczace o znajomosci badanej tematyki, umiejetnosci wyciagania logicznych wnioskow
w oparciu 0 wilasne spostrzezenia jak rdéwniez dane literaturowe (95 pozycji literatury).
Zwieficzeniem Dyskusji jest zaproponowany przez Pania mgr M. Piéro model oddziatywania biatek
ParA-DivIVA u M. smegmatis, ktory w sposéb obrazowy wyjasnia cykl komérkowy tych bakterii i
jednoczesnie stanowi zbidr wnioskow ptynacych z przeprowadzonych badan.

W tekscie rozprawy zauwazono drobne bledy jezykowe i redakcyjne, a takze zwroty
zargonowe czy niepoprawne sformutowania, takie jak np.: odporno$é na wysuszanie, poprawnosé
kolonii, plazmidowe DNA. Dodatkowo wkradt si¢ btad w numerowaniu Rysunkéw na str. 29, Rys.
2.9 zostat zacytowany dwukrotnie, za$ Rys. 2.6 (str. 23) nie powinien by¢ cytowany na koncu zdania
opisujacego wptyw delecji w genach pard i parB u P. aeruginosa na mobilno$¢ tych bakterii.

Na zakonczenie cheialabym poprosi¢ Doktorantke o podzielenie si¢ podczas publicznej obrony
swoimi przemysleniami na ponizsze kwestie:
- Jakie inne bialka poza ParA i ParB mogg by¢ zaangazowane w oddzialywanie z DivIVA u

Mpycobacterium lub regulowaé jego poziom w komorce?

w todzi




INSTYTUT Instytut Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk
[ nssnannna ]

w todzi

93-232 £6dz . ,ter.: 042 2723610 , e-mail: abrzostek@cbm.pan.pl
ul. Lodowa 106 ~ fax.:042 2723630 www.cbm.pan.pl

BiolMed

- Czy planuja Panstwo skonstruowanie mutanta warunkowego z obnizonym poziomem
DivIVA? Jakie zmiany moglyby zosta¢ zaobserwowane w czasie cyklu komoérkowego
Mpycobacterium?

- Z uwagi na fakt, iz DivIVA jest waznym bialkiem dla przezywania pratkow, czy uwaza Pani

ze mogloby by¢ wykorzystane jako cel dla lekéw przeciwpratkowych?

Podsumowanie:

Po szczegoélowym zapoznaniu si¢ z pracg doktorska Pani mgr Moniki Piéro uwazam, ze
przedstawiona do oceny praca zawiera oryginalne i bardzo warto$ciowe wyniki co wplywa na
moja wysoka ocen¢ osiggni¢e¢ Pani mgr Moniki Piéro, a zawarte pytania, watpliwo$ci nie
wplywaja w najmniejszym stopniu na bardzo pozytywna ocen¢ pracy. Jednocze$nie
stwierdzam, ze praca mgr Moniki Pioro w pelni spelnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim na stopien doktora nauk biologicznych i wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN o dopuszczenie mgr M.

Pioro do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

7 uwagi na cenne wyniki poznawcze oraz jako$¢ naukowa ocenianej pracy prosze
Szanowna Rad¢ o nagrodzenie pracy doktorskiej Pani mgr Moniki Piéro przewidziana w

regulaminie nagroda.
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