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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Morcinek-Ortowskiej, pt.

»Powigzania miedzy replikacja DNA a innymi procesami komérkowymi Escherichia coli oraz ich
rola w koordynacji bakteryjnego cyklu komérkowego”

wykonanej w Katedrze Genetyki Molekularnej Bakterii Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Gdanskiego, pod kierunkiem dr hab. Moniki Glinkowskiej, prof. UG .

Przebieg podstawowych procesow 2yciowych bakterii jest S$ci$le skoordynowany w cyklu
komdrkowym. Wymaga to dziatania precyzyjnych, wieloptaszczyznowych mechanizméw
regulacyjnych, ktére integrujg m.in. informacje dotyczgce stanu fizjologicznego i metabolicznego
komorki oraz warunkéw jej bytowania. Zrozumienie tych mechanizméw wymaga holistycznego
spojrzenia na komorke, uwzgledniajacego zaréwno ztozonos¢ sieci zachodzacych w niej proceséw,
jak i role nadrzednych czynnikéw regulatorowych. Replikacja chromosomowego DNA odgrywa tu
zasadniczg role, bowiem sygnaty powigzane z jej przebiegiem stanowig istotny wskaznik stanu
komorki w cyklu komérkowym i jej gotowosci do rozpoczecia podziatu. Kontrola nad przebiegiem
tego procesu, w ujeciu globalnym, stanowi interesujacy i istotny naukowo watek badawczy.
Oceniana rozprawa $cisle wpisuje sie w ten nurt tematyczny, bowiem Doktorantka postawita sobie
za cel weryfikacje hipotezy, zaktadajacej, ze czynniki powigzane z réinymi procesami
metabolicznymi moga bezposrednio oddziatywac z biatkami zaangazowanymi w regulacje i przebieg
replikacji DNA, modulujac ich aktywnos¢ i koordynujac replikacje DNA z tempem wzrostu komaérki
bakteryjnej.

Jako modelowy organizm w badaniach wykorzystano bakterie Escherichia coli. Poszczegdlne
zadania badawcze obejmowaty: (i) identyfikacje i analize interaktomdw grupy biatek powigzanych
z replikacjag DNA, w hodowlach prowadzonych w réznych warunkach, (ii) okreslenie wptywu delecji
wybranych gendw (rfaD, rimE i bamB) na timing inicjacji replikacji w cyklu komérkowym bakterii,
oraz (iii) zbadanie roli oddziatywan biatka regulatorowego DiaA oraz wewnatrzkomdrkowego
poziomu sedoheptulozo-7-fosforanu na regulacje inicjacji replikacji. Byly to zatem
wieloptaszczyznowe badania, ktdrych wyniki zostaty przedstawione w 4 pracach badawczych
(w jednym opublikowanym artykule, 2 upublicznionych preprintach i jednym nieopublikowanym
manuskrypcie), stanowigcych zasadniczg czes$¢ recenzowanej rozprawy. Do tego zestawu wtgczono
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takze artykut przegladowy (When size matters — coordination of growth and cell cycle in bacteria,
opublikowany w 2019 roku w Acta Biochimica Polonica; praca nr 1), ktory odbieram jako
uzupetnienie wprowadzenia przedstawionego w komentarzu do rozprawy doktorskiej. Nalezy
podkreslié, ze jest to oryginalne i warto$ciowe opracowanie, przedstawiajace zagadnienia zwigzane
z koordynacja cyklu komdrkowego w ujeciu badan eksperymentalnych i obliczeniowych dotyczacych
pojedynczych komdrek bakteryjnych. W $wietle tych danych, krytycznie zostaty omdéwione modele
regulacji przebiegu kluczowych proceséw w cyklu komérkowym. Konkluzje zawarte w tej pracy
stanowig dobre przejscie do postawionego celu naukowego rozprawy.

Cykl prac oryginalnych rozpoczyna artykut pt. Interaction networks of Escherichia coli
replication proteins under different bacterial growth conditions, opublikowany w czasopi$mie
Scientific Data (IF 6,92; 140 p. MNiSW; praca nr 2). W pracy tej podjeto dziatania w kierunku
zdefiniowania globalnych interaktomow grupy biatek zaangaiowanych w przebieg i regulacje
procesu replikacji DNA. Badania te przeprowadzono wedtug wspdlnego schematu
eksperymentalnego, ktérego podstawe stanowito stworzenie w chromosomie E. coli fuzji
translacyjnych analizowanych gendéw, celem uzyskania biatek fuzyjnych wyznakowanych
peptydowym znacznikiem SPA. Pozwolito to w kolejnych etapach na identyfikacje puli biatek
potencjalnie oddziatujacych z biatkiem fuzyjnym, z zastosowaniem chromatografii powinowactwa
oraz spektrometrii mas (AP-MS), a nastepnie analize danych przy uzyciu oprogramowania
MaxQuant. Mocng strong tych badan byt ich kompleksowy wymiar (analizie poddano az osiem
biatek uczestniczacych na réinych etapach procesu replikacji DNA, w hodowlach bakterii
o zréznicowanym tempie wzrostu komorek), a takie zastosowanie odpowiednich uktaddéw
kontrolnych i testéw statystycznych, co pozwolito na ograniczenie zakresu niespecyficznych
interakciji.

Wyniki tych analiz nie pozwalaja na wyciagniecie jednoznacznych wnioskéw na temat
oddziatywann analizowanych biatek, nie mniej jednak potwierdzaja one niektére wczesniej
zdefiniowane interakcje. Zasadniczg wartoscig tej pracy jest zatem zgromadzenie obszernego
i wartosciowego zestawu danych, wskazujagcych na wystepowanie ztozonych interaktomoéw
specyficznych dla badanych biatek, podlegajacych dynamicznym zmianom w kolejnych etapach
wzrostu hodowli bakteryjnej. Uzyskane wyniki pozwalajg na wskazanie potencjalnych partneréw
oddziatywan, jednak nalezy podkresli¢, ze kazda modyfikacja biatka, nawet jesli nie zaburza jego
podstawowych funkcji, moze wptywa¢ na specyfike interakcji z innymi czasteczkami. Jest to
ograniczenie nieodtgcznie wpisane w tego typu podejscie eksperymentalne. Niewatpliwie,
zgormadzone dane otwieraja nowe mozliwosci badawcze. W skitad zidentyfikowanych
interaktoméw wchodzg biatka petnigce rézne funkcje, zatem pozytywna weryfikacja sugerowanych
interakcji moze doprowadzi¢ do identyfikacji nowych mechanizméw regulacyjnych faczacych
replikacje DNA z innymi procesami komdrkowymi.

Wyniki te przed publikacja przeszty wnikliwg recenzje. Mam jednak pytanie dotyczace dwdéch
rycin zamieszczonych w tej pracy, Fig. 6 i Fig. 7 (obie o bardzo stabej rozdzielczosci),
przedstawiajgcych krzywe wzrostu testowanych szczepdw bakterii. W tekscie pracy jest wzmianka
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o braku istotnych réinic w kinetyce wzrostu szczepéw dzikiego i zmodyfikowanych, jednak
w niektorych przypadkach réznice te sg wyraznie widoczne, szczegélinie podczas wzrostu bakterii na
podfozu minimalnym. Moze to sugerowac, ze wprowadzone modyfikacje genetyczne nie sg w petni
obojetne. Poprositbym o skomentowanie tych wynikow.

Omawiany artykut ktadzie nacisk na opis strategii pozyskiwania danych oraz ich walidaciji i
oceny jakosci, dzieki czemu dostarcza cennych wskazéwek dla badaczy planujgcych podobne
podejscia eksperymentalne. Ze wzgledu na specyfike uktadu pracy, nie przedstawiono w niej
szczeg6towej interpretacji wynikdw i dyskusji na temat biologicznego znaczenia sugerowanych
interakcji. Dane te zostaty jednak poddane bardziej wnikliwiej analizie w kolejnym manuskrypcie
wiaczonym do rozprawy, zatytutowanym: Protein interaction network analysis reveals growth
conditions-specific crosstalk between chromosomal DNA replication and other cellular processes in
E. coli (w tytule powinna zosta¢ podana petna nazwa rodzajowa bakterii). Lektura tej pracy
(upublicznionej w Biorvix w 2021 roku; praca nr 3) budzi pewne watpliwosci, gdyz jej wyniki s
w duzej mierze tozsame z wynikami omawianego wczesniej artykutu, opublikowanego w 2023 roku
w Scientific Data. Manuskrypt ten przedstawia zapewne pierwotng koncepcje sposobu prezentacji
wynikéw dotyczacych identyfikacji i analizy interaktomdéw. Przedstawienie tych samych
eksperymentéw w dwdéch manuskryptach rozprawy jest, w mojej opinii, niefortunne; w tym
przypadku wskazane bytoby przeredagowanie wczesniej przygotowanego manuskryptu w celu
unikniecia powtdrzen.

Omawiana praca, oprdcz giebszej interpretacji danych, rowniez w odniesieniu do bazy
STRING, wprowadza takie nowe watki eksperymentalne, dotyczace dwodch wybranych
potencjalnych interaktantéw: (a) metylotransferazy 23S rRNA wystepujacej w interaktomie biatka
NrdB oraz (b) 6-epimerazy ADP-L-glicero-D mannoheptozy (enzymu zaangazowanego w synteze
prekursora rdzenia LPS) z interaktomow SegA,. Doktorantka zmutowata te geny w chromosomie
E. coli, a uzyskane szczepy zbadata metody cytometrii przeptywowej, analizujgc zawartos¢ DNA
w komaérkach po zatrzymaniu replikacji (ang. replica on run-out assay).

Uzyskane wyniki pokazaty, ze niezaleine delecje gendw obu biatek zaburzajg regulacje
replikacji w cyklu komoérkowym, a zaobserwowane efekty mutacji sg zalezne od stanu
metabolicznego bakterii. Nalezy jednak z duzg ostroznoscig interpretowac te wyniki, tym bardziej,
ze w gre moga wchodzi¢ réwniez efekty polarne mutacji (nie przeprowadzono w testéw
komplementacyjnych) czy tez efekty plejotropowe, ktére posrednio moga prowadzi¢ do zaburzenia
proceséw regulacyjnych. Nie mniej jednak poczynione obserwacje zachecajg do dalszego badania
tych potencjalnych oddziatywan. Tym bardziej, ze zademonstrowanie regulacyjnych powigzan
replikacji DNA z procesami biogenezy rybosomdw czy syntezy komponentéw powtok komérkowych,
miatoby istotng wartos¢ poznawczg. Czy badania te kontynuowano?

Metode cytometrii przeptywowej Doktorantka zastosowata takie w innych badaniach,
opisanych w pracy pt. Bam complex associated proteins in Escherichia coli are functionally linked to
peptydoglycan biosynthesis, membrane fluidity and DNA replication (praca nr 4). Praca ta, liczaca az
16 wspotautordw, zostata upubliczniona w czasopismie elife w 2024 roku w formie recenzowanego
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preprintu. Chociaz Doktorantka nie zajmuje wyrdznionej pozycji w gronie wspétautoréw,
przeprowadzone przez nig eksperymenty stanowig odrebng, spdjng i waing tematycznie czes¢
catego projektu.

Zasadniczym celem tej pracy byto przeprowadzenie kompleksowej analizy funkcji szesciu
biatek pomocniczych zwigzanych z kompleksem BAM (ang. B-barrel assembly machinery),
odgrywajagcym waing role w biogenezie bakteryjnej btony zewnetrznej. Doktorantka wykazata,
ze jeden z analizowanych mutantéw, defektywny w genie bamB, charakteryzuje sie zwiekszong
liczbg chromosomow oraz asynchroniczng replikacjag DNA, co sugerowato, ze wprowadzona delecja
prowadzi do zwiekszenia czestosci inicjacji replikacji chromosomu. Zaproponowanie zwigzku funkcji
lipoproteiny BamB z regulacja replikacji DNA stanowi wartosciowy aspekt catej pracy. Nalezy jednak
zauwazy(, ze w badaniach przedstawionych w preprincie (a zatem réwniez w przypadku mutacji
AbamB) brakuje eksperymentéw komplementacyjnych, ktdre stanowig istotng kontrole w analizie
mutantow bakteryjnych.

Ostatnia z przedstawionych w rozprawie prac nosi tytut: Interaction of the replication factor
DiaA and primary metabolite sedoheptulose 7-phosphate regulates DNA replication in Escherichia
coli (praca nr 5). Punktem wyjscia do opisanych w niej badan byta obserwacja wskazujgca na
obecnosci w strukturze biatka DiaA wariantu domeny SIS (ang. Sugar ISomerase) charakterystycznej
dla enzymu GmhA, ktéry wigze i izomeryzuje D-sedoheptulozo-7-fosforan (S7P) w szlaku
pentozofosforanowym. Obserwacja ta sugerowata mozliwo$¢ bezposredniego oddziatywania DiaA
z S7P. Poniewaz DiaA petni role pozytywnego regulatora biatka inicjacyjnego DnaA, interakcje takie
mogtyby wptywac na aktywno$¢ DiaA, a posrednio modulowac proces inicjacji replikacji
chromosomu. Hipoteza ta zostata w omawianej pracy zweryfikowana eksperymentalnie. W toku
badan wykazano m.in. bezposrednie interakcje tego metabolitu z DiaA, zidentyfikowano reszte
aminokwasowg w domenie SIS krytyczng dla wigzania S7P oraz zademonstrowano wptyw tej oraz
innych mutacji na regulacje replikacji w cyklu komdrkowym. Z kolei kluczowe eksperymenty in vitro
dostarczyty wynikdw wskazujacych, ze analizowany metabolit moze petni¢ role negatywnego
modulatora aktywnosci DiaA, ostabiajgc zdolnoé¢ tego biatka do stymulowania oligomeryzacji DnaA
w rejonie origin replikaciji.

Zaproponowany w tej pracy model taczy zatem regulacje inicjacji replikacji DNA
z podstawowym metabolizmem komorki, wskazujac jako czasteczke sygnatowq metabolit szlaku
pentozofosforanowego uczestniczacy w biosyntezie prekursorow nukleotydéw oraz sktadnikéw
oston komadrkowych. Jest to jeden z kluczowych wnioskéw ocenianej rozprawy. Watek powigzania
biogenezy oston komdrkowych z regulacjg procesu replikacji DNA pojawia sie¢ w kilku miejscach
rozprawy. Jak Doktorantka widzi mozliwosci dalszego rozwoju badan, ktére powinny doprowadzic
do poznania molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw tego zjawiska. Czy niekanoniczne
formy domen SIS wystepujg rowniez w innych biatkach E. coli zaangazowanych w odmienne procesy
komodrkowe (?) — by¢ moze tego typu regulacja ma wymiar znacznie bardziej globalny.
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Chciatbym podkresli¢, ze zawarte w recenzji uwagi nie wptywaja na mojg pozytywna opinie
na temat catosci rozprawy. Doceniam podjecie sie realizacji trudnego, a jednocze$nie bardzo
interesujacego zagadnienia badawczego. Analiza oddziatywan i mechanizméw regulacyjnych w skali
globalnej stanowi duze wyzwanie, zaréwno pod wzgledem eksperymentalnym, jak i na etapie
interpretacji danych, co wynika m.in. z wielopoziomowego charakteru proceséw regulacyjnych oraz
duzej dynamiki zachodzacych zmian, zaleznych od stanu fizjologicznego komorki. Jednoczes$nie
nalezy podkresli¢, ze podjeta tematyka ma istotne znaczenie poznawcze i wpisuje sie w aktualne
kierunki badan w tej dziedzinie. Wyniki uzyskane przez Doktorantke stanowig dobrg podstawe do
dalszego rozwoju tej tematyki, szczegdlnie w zakresie opisanych interaktomdéw oraz powigzania
etapu biogenezy oston komdrkowych z procesem replikacji DNA.

Analiza formalnej strony rozprawy

Oceniana rozprawa zostata przedstawiona w formie zbioru publikacji /manuskryptéw prac
badawczych. Zawiera ponadto streszczenie( w jezyku polskim i angielskim), a takie komentarz
obejmujacy kolejno: wprowadzenie do tematyki badawczej, sprecyzowany cel badan, omdéwienie
poszczegdlnych prac eksperymentalnych, wnioski wynikajace z tych badan, jak rowniez wykaz
stosowanych skrotow oraz spis literatury. Na koncu rozprawy zamieszczono informacje dotyczace
finansowania badan oraz imponujgcego dorobku naukowego Doktorantki, ktory swiadczy o Jej
szerokich zainteresowaniach naukowych. Ta czes¢ zostata przygotowywana poprawnie i starannie.
Z obowiazku recenzenta wspomne jedynie o kilku drobnych uchybieniach redakcyjnych, takich jak
btedne przywotywanie ryciny nr 6 (Fig. 6) z artykutu nr 2 (str. 18), stosowanie terminu metylaza
zamiast metylotransferaza (str. 11) oraz nieuzywanie w tekscie skrotowej nazwy rodzajowe;j bakterii
(np. str. 9, 12-17).

Doktoranta jest pierwszym autorem prac nr 1, 2 i 3 oraz rownorzednym pierwszym autorem
w pracy nr 5. Analiza oswiadczen Doktorantki i wspétautorow przekonuje o istotnej roli, jaka
odegrata w prowadzeniu badan oraz przygotowaniu manuskryptéw prac. Nalezy podkresli¢, ze cze$¢
tych badan byta realizowana ze srodkéw kierowanego przez nig projektu Preludium.

Whniosek koncowy

W swietle warunkéw okreslonych w art. 187 ust. 1 i 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 z pdZn. zm.) stwierdzam, ze przedmiotem
rozprawy doktorskiej mgr Joanny Morcinek-Ortowskiej jest oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego dotyczacego powigzan miedzy replikacjag DNA a innymi procesami komérkowymi E. coli
oraz ich roli w koordynacji cyklu komoérkowego. Doktorantka wykazata sie umiejetnoscig
samodzielnego prowadzenia badan naukowych z wykorzystaniem specjalistycznego warsztatu
badawczego, a zaréwno zaplanowanie eksperymentdw, jak i analiza oraz interpretacja uzyskanych
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danych swiadczg o rozlegtej wiedzy teoretycznej w zakresu dyscypliny nauki biologiczne. Potwierdza
to takze wspotautorstwo pracy przeglagdowej dotyczacej podjetej tematyki.

W zwigzku z tym, zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Joanny Morcinek-Ortowskiej do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki biologiczne.

ul. llji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
tel.: 22 55 41 318, faks: 22 55 41 402
e-mail: d.bartosik@uw.edu.pl
http://www.biol.uw.edu.pl



