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Tytut rozprawy doktorskiej: Wspétdziatanie biatek SMC oraz HupS w organizaciji

chromosomoéw podczas sporulacji Streptomyces venezuelae

Poznanie genetycznych i molekularnych procesow zachodzgcych w cyklu
komérkowym bakterii jest niezwykle waznym problemem badawczym. Mechanizmy
replikacji, segregacji i podzialu komérek nalezg do najwazniejszych proceséw
komérkowych, a ich prawidlowy przebieg decyduje o przezywalnosci
mikroorganizmow w okreslonych Srodowiskach. Przedstawiona do oceny rozprawa
doktorska mgr Tomasza Mateckiego zostata wykonana w Zakfadzie Mikrobiologii
Molekularnej Uniwersytetu Wroctawskiego, Wydziat Biotechnologii pod kierunkiem

Pani prof. dr hab. Dagmary Jakimowicz.

Badania prowadzone w ramach tej pracy doktorskiej byty finansowane z
grantu NCN, w ramach programu Opus 16 (2018/31/B/NZ1/00614) p.t. ,Organizacja
przestrzenna chromosomu podczas sporulacji Streptomyces - wplyw na podziaty
komorkowe, segregacje chromosomow, przezywalnoSc¢ i kietkowanie zarodnikow.
Rozprawa doktorska mgr T. Mateckiego jest starannie opracowana pod wzgledem
redakcyjnym i edytorskim. Sktada sie z kilku cze$ci wymaganych w pracy doktorskiej,
t.j. Streszczenie, (Abstract), Wstep, bardzo obszerne Materialy i Metody, Wyniki,
Dyskusja, krotkie Podsumowanie i Bibliografia. Cze$¢ wynikow badan Doktoranta
jest zawarta w wieloautorskiej publikacji wystanej do druku p.t. “Spatial
rearrangement of the Streptomyces venezuelae linear chromosome during
sporogenic development”. Doktorant jest takze wspotautorem pracy opublikowanej w
wysoko punktowanym czasopismie Frontiers in Microbiology, 2019, “Transcriptional

response of Streptomyces coelicolor to rapid chromosome relaxation or long-term



supercoiling imbalance”. Szafran M., Gongerowska M., Matecki T., Elliot M.,

Jakimowicz D.

Wstep zawiera opis cyklu zyciowego roznych grup bakterii, na ktéry sktadajg
sie procesy replikacji DNA, kondensacji i segregacji powielonych chromosomow oraz
tworzenie przegréd podziatowych. Procesy te sg zréznicowane w réznych rodzajach
bakterii, ale zawsze prowadzg do powstania pojedynczych komorek zawierajgcych
chromosom, lub chromosomy. Podziat komoérek rozpoczyna sie od tworzenia
pierscienia podziatowego z udziatem biatka FtsZ (homolog tubuliny), co pozwala na
prawidiowy podziat komoérek. Utworzony nukleoid bakterii ma forme kolistg lub
liniowg, jak w rodzaju Streptomyces. Szczegdlnie waznym procesem w cyklu
podziatu bakterii jest przestrzenne upakowanie chromosomu w komdérce. Za
powstanie i utrzymanie superskrecen DNA odpowiedzialne sg rézne czynniki
srodowiskowe oraz polimerazy DNA, RNA i topoizomerazy, co prowadzi do
tworzenia petli DNA. Petle nukleoidu sg stabilizowane przez biatka NAP (Nucleoid
Associated Proteins), ktére wigzg sie nieswoiscie z DNA i kondensujg oraz
czesciowo modyfikujg podwdjng helise DNA. Poza biatkami NAP i topoizomerazami
w organizacji chromosomu bakteryjnego uczestniczg kondensyny, czyli
wysokoczgsteczkowe biatka SMC (Structural Maintenance of Chromosome), ktore

dzieki energii pochodzacej z hydrolizy ATP wptywajg na konformacje chromosoméw.

Doktorant szczegotowo opisat kolejne etapy organizacji chromatyny z
udzialem kondensyn i przedstawit czytelne modele aktywnosci bakteryjnych
kompleksow SMC =z biatkami pomocniczymi prowadzgcymi do tworzenia i
powiekszania petli DNA. Na zmiany konformacyjne DNA wptywa takze jedno z biatek
NAP - biatko HU (heat-unstable protein), ktore stabilizuje zagiecia nici DNA wigzgc
sie nieswoiscie do DNA gtéwnie w regionach o wysokiej zawartosci par AT oraz w

zagieciach i nietypowych strukturach DNA.

W dalszej czesci Wstepu, Doktorant opisat bakterie z rodzaju Streptomyces,
typ promieniowce (Actinobacteria), ktére charakteryzujga sie ztozonym cyklem
zyciowym i roznymi aktownosciami metabolicznymi o duzym znaczeniu
przemystowym. Bakterie te tworzg wielokomorkowg grzybnie wegetatywng, w ktorej
powstajg wielokrotne kopie chromosomow. Po wyczerpaniu substancji odzywczych

tworzy sie grzybnia powietrzna z duzg liczbg chromosomoéow réwnomiernie



rozmieszczonych wzdtuz sporulujgcych strzepek. W wielokomorkowej grzybni

dojrzewajg zarodniki, tworzg sie prespory, z ktérych uwalniajg sie dojrzate zarodniki.

Obiektem badan Doktoranta byly dwa biatka HupS i SMC Streptomyces
venezuele biorgce udziat w organizacji chromosomu. Biatko HupS wigze sie z
nukleoidem, a jego delecja zaburza poziom upakowania chromosomu. W
kondensacji chromosomu biorg takze udziat wielkoczgsteczkowe biatka SMC.
Delecja genu smc zaburza kondensacje i segregacje DNA podczas sporulacji oraz
powoduje zwiekszenie dtugosci nukleoidu, co swiadczy o czesciowej dekondensacji
chromosomu. Poniewaz obydwa geny hupS i smc majg podobne aktywnosci,

Doktorant zakfada ich synergistyczne dziatanie w organizacji chromosoméw.
Cele pracy wyznaczone przez Doktoranta to zbadanie:

- wptywu mutacji delecyjnych genéw hupS i smc na fenotyp zarodnikéw S.
venezuele i na kondensacje chromosomoéw podczas sporulacji tych bakterii.

- wplywu aktywnoséci biatek SMC i HupS na podziaty komérkowe w czasie
tworzenia spor oraz wzajemnego oddziatywania biatek SMC i HupS na

kondensacje DNA.

Materiaty i Metody to bardzo obszerna (49 str.) cze$¢ doktoratu, zawierajgca opis
szczepow, bardzo wielu konstruktéw DNA, materiatéw biologicznych, technik biologii
molekularnej i konstrukcji zmodyfikowanych szczepédw S. venezuele. Nalezy
podkresli¢ ogromng starannos¢ w opracowaniu tej czesci pracy, co moze by¢ bardzo

dobrym vademecum w réznych badaniach molekularnych.
Wyniki

W analizie wptywu gendw i biatek SMC i HupS na wzrost i fenotyp zarodnikéw S.
venezuele, stwierdzono, ze delecja genu smc nie wptywa znaczgco na tempo
réznicowania grzybni, natomiast delecja genu hupS powodowata tylko mniejsze
wybarwienie sporulujgcej grzybni. Jednak delecja obu genéw miata znaczny wptyw
na przebieg sporulacji, powodujgc spowolnienie i zaburzenie tego procesu. W
badaniu tempa wzrostu mutantéw delecyjnych w genach smc lub hupS na podtozu

ptynnym, krzywe wzrostu mutantéw byty podobne. Delecja obu genéw powodowata



znacznie spowolniony wzrost grzybni, co wskazywato na wspoétdziatanie obu biatek

w dojrzewaniu sporulujgcej grzybni.

W badaniu wptywu biatek SMC i HupS oraz czynnikéw srodowiskowych na wielkosc
spor stwierdzono, ze zaréwno pojedyncze jak i podwdjne delecje gendw dla tych
biatek znaczgco wptywajg na wielkos¢ spor, co obserwowano w mikroskopii
elektronowej i swietlnej. Spory byly znaczgco wieksze, a komplementacja tych
delecyjnych mutantéw przywracata wielko$¢ spor do form dzikich. Wykazano takze
zwiekszong wrazliwos¢ spor na temperature zaréwno w przypadku pojedynczych jak
i podwojnych delecji smc i hupS S. venezuele. Stwierdzono takze, ze delecja obu
genow spowalnia wzrost hodowli i strzepek oraz powoduje zwiekszenie dtugosci

zarodnikow.

Wazng funkcjg biatek SMC i HupS wigzacych sie z chromosomem jest ich
wptyw na poziom kondensacji chromosomu i formowanie przegréd podziatowych w
trakcie sporulacji, co badano z wykorzystaniem biatek fluorescencyjnych, metodg
mikroskopii fluorescencyjnej. Biatko FtsZ jest gtownym sktadnikiem pierscieni
podziatowych w sporulujgcej grzybni, dzielgcej strzepki na szereg kompartmentow
zawierajgcych zarodniki. Wykazano, ze delecje genow smc i/lub hupS powodowaty
zwiekszenie sredniej powierzchni i dlugosci chromosomu, co jednak nie wptywato na
prawidtowy proces segregacji chromosomow. W tych analizach (ilustrowanych
szeregiem zdje¢ z uzyciem poklatkowej mikroskopii fluorescencyjnej), stwierdzono,
ze delecje genow smc i hupS powodujg zmiany kondensacji chromosoméw,
potozenia pierscieni podziatowych oraz wptywajg na znaczng zmiennos¢ poziomu
fluorescenciji pierscieni podziatowych. Wspétdziatanie biatek SMC i HupS w procesie
kondensacji chromosomu prowadzono metodg immunoprecypitacji z wykorzystaniem
wysokoprzepustowego sekwencjonowania DNA. Ustalono, ze miejsca wigzania obu
biatek z DNA sg rézne; biatko HupS wigze sie do ramion chromosomu w okreslonej
sekwencji, natomiast wigzanie SMC okreslono jako dynamiczne. Mimo tych roznic

obydwa biatka wzajemnie wptywajg na wigzanie sie¢ z chromosomem.

Dyskusja: Doktorant w tej czesci pracy zwraca uwage na zastosowanie
zaawansowanych nowych metod w badaniach oddziatywania biatek SMC i HupS
oraz organizacji chromosomu podczas sporulacji w niebadanym dotychczas gatunku

Streptomyces venezuele. Uzycie mikroprzeptywowej mikroskopii fluorescencyjnej



oraz techniki ChiP-seq (Chromatin Immunoprecipitation sequencing) oraz biatek
fluorescencyjnych pozwolito na przedstawienie kolejnych etapow dojrzewania

wzrostu grzybni prowadzgcych do tworzenia zarodnikow.

Otrzymane wyniki pozwolity Doktorantowi na zaproponowanie modelu, w
ktérym biatka SMC i HupS wptywajg na wigzanie z DNA i organizacje chromosomu
w komorkach S. venezuele. Biatko HupS wigze ramiona chromosomu i lokalizuje sie
w tworzgcych sie petlach DNA, natomiast biatko SMC wigzgce sie poczgtkowo w
centralnej czesci chromosomu, w miare przesuwania sie wzdtuz chromosomu
powoduje zblizanie ramion chromosomu i wypetlanie DNA. Brak genéw smc i hupS
powoduje znaczne zaburzenia w kondensacji nukleoidu i zmiane wielkosci

zarodnikow.
Pytania dyskusyjne:

1. Czy jest znana sekwencja DNA genow hupS i smc?

2. Czy byty proby izolacji mutantow punktowych hupS i smc S. venezuele?

3. Czy planuje sie badanie oddziatywan innych biatek z grupy NAP z
chromosomem S. venezuele?

4. Czy poziom ilosci barwnika w zarodnikach ma jakie$ znaczenie metaboliczne?

W podsumowaniu, z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do
oceny praca doktorska prezentuje bardzo wysoki poziom naukowy, wykazuje szerokg
wiedze Pana mgr. Tomasza Mateckiego oraz umiejetno$¢ przeprowadzania
zaawansowanych i czesto trudnych badan eksperymentalnych. Chce podkreslic, ze
rozprawa zostala napisana poprawnym, zrozumialtym jezykiem naukowym (z
nielicznymi ‘literbwkami”) z dbatoscig o poprawnos$¢ gramatyczng. Na szczegolng
pochwate zastuguje opracowanie precyzyjnych i czytelnych rysunkow i zdje¢ w catej

pracy doktorskiej.

Oceniana rozprawa Pana mgr. Tomasza Mateckiego spetnia wszystkie wymogi
stawiane pracom doktorskim zawarte w Ustawie z dnia 18.03.2011 r. o stopniach i
tytutach naukowych, a dotychczasowe osiggniecia naukowe przedstawione w
rozprawie doktorskiej uzasadniajg nadanie doktorantowi stopnia naukowego

doktora.



W zwigzku z tym, zwracam sie do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Wroctawskiego z wnioskiem o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pana
mgr. Tomasza Mateckiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysokg wartos¢ naukowg i znaczenie poznawcze pracy wnioskuje o

wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.

Prof. dr hab. Anna Skorupska



