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Ocena pracy doktorskiej mgr Joanny Morcinek-Orlowskiej pt. ,,Powiazania
mie¢dzy replikacja DNA a innymi procesami komérkowymi Escherichia coli

oraz ich rola w koordynacji bakteryjnego cyklu komérkowego”.

Sukces ewolucyjny mikroorganizméw w dynamicznych niszach ekologicznych zalezy od
ich plastycznosci adaptacyjnej, ktorej fundamentem jest precyzyjna kontrola inicjacji replikacji
DNA. Proces ten musi by¢ Sci§le zsynchronizowany z cyklem podzialowym oraz aktualnym
statusem metabolicznym komorki, tworzac zintegrowang sie¢ zaleznosci pozwalajacg na
optymalne zarzadzanie zasobami. Kluczowa strategia przetrwania, zaréwno dla saprofitow, jak i
groznych patogen6w, jest zdolnos¢ do modulacji tempa replikacji: od intensywnej proliferacji w
warunkach sprzyjajacych, po drastyczne spowolnienie metabolizmu w odpowiedzi na stres. U
bakterii chorobotworczych redukcja czgstotliwosci inicjacji replikacji DNA nie tylko umozliwia
wiasciwg alokacje energii, ale stanowi rowniez mechanizm obronny, sprzyjajacy tolerancji na
antybiotyki oraz unikaniu odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Mimo ze mechanizmy
kontroli replikacji zostaly szczegétowo opisane na poziomie molekularnym dla organizméw
modelowych, takich jak Escherichia coli, nasza wiedza na temat ich integracji z innymi szlakami
metabolicznymi, zaré6wno w warunkach intensywnego wzrostu jaki i w warunkach
ekstremalnych wydaje si¢ wcigz niekompletna. Doktorantka podjeta si¢ trudu uzupeinienia
naszej wiedzy w tym zakresie badajgc powigzania miedzy replikacja DNA a innymi procesami
komdrkowymi na modelu pateczki okre¢znicy. Podejscie metodyczne do postawionego problemu
naukowego obejmujace zaréwno szerokie badania przesiewowe na poziomie globalnych
oddziatywan bialek jak i precyzyjne wyjasnianie znaczenia zdolnosci bialka procesu inicjacji

replikacji do wigzania okreslonego metabolitu i znaczenia tego procesu dla inicjacji replikacji
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DNA gwarantowala §wietny poziom merytoryczny i doskonatg jako$¢ naukows realizowanych
badan.

Dysertacja Pani mgr Joanny Morcinek-Orlowskiej ma charakter hybrydowy i
przygotowana zostala w postaci zaréwno opublikowanych jak i nieopublikowanych prac. W
sktad dysertacji weszta jedna praca pogladowa opublikowana w 2019 roku w Acta Biochem.
Polonica; oraz cztery prace eksperymentalne, z ktorych jedna zostata opublikowana w Sci. Data
w 2023 roku. Pozostate 3 prace eksperymentalne zostaly przedstawione w postaci preprintow
(dwie) lub manuskryptu. W czterech z ww. prac Doktorantka jest pierwszym lub
wspolpierwszym autorem a zalgczone o$wiadczenia nie budzg watpliwosei co do jej wiodacej
roli w tych publikacjach. W pracy zawartej w postaci preprintu znajdujacego sie¢ w recenzji w
czasopiSmie eLife Pani J. Morcinek-Orlowska jest 6 z 16 autorow zgodnie z niewielkim
wkladem jaki miata w powstanie tej pracy. Pominiecie tej pracy w dysertacji, nawet z
wlaczeniem wykonanego przez Doktorantke doswiadczenia w czesci  uzupelniajacej
manuskrypty, wydaje si¢ chyba lepszym rozwigzaniem.

Zalaczone przez Doktorantke publikacje/manuskrypty zostaly poprzedzone poprzez
krétkie wprowadzenie, cel pracy, omdwienie prac eksperymentalnych, wnioski i dyskusje co
uwazam za bardzo cenne, pozwalajace czytelnikowi na postrzeganie zbioru przedstawionych
manuskryptéw jako jedna spdjna catos¢. Doktorantka zawarla takze streszczenie pracy w jezyku
polskim oraz angielskim. Zamieszczone przez Doktorantke ,,Wprowadzenie” odnosi si¢
jednoczesnie do pracy pogladowej wchodzacej w sklad dysertacji i stanowi jej pewne
uzupelnienie co biorgc pod uwage fakt, ze praca ta zostala opublikowana w 2019 roku wydaje
si¢ w pelni uzasadnione. Doktorantka piszac o koordynacji cyklu komoérkowego bakterii na
podstawie danych wysokoprzepustowych z pojedynczych komoérek wskazuje, ze ,kontrola
rozmiaru w progresji cyklu komérkowego nie opiera si¢ na osigganiu catkowitego rozmiaru
krytycznego (‘sizer’), lecz na dodawaniu stalej objetosci, niezaleznie od poczatkowego rozmiaru
komorki (‘adder’)”. Ciekawy jestem na ile to stwierdzenie jest uniwersalne i dotyczy
réoznych typéw podzialéw komoérkowych w tym podzialu symetrycznego jak u E. coli,
asymetrycznego jak u mykobakterii charakteryzujacych si¢ wzrostem biegunowym czy
dimorficznego cykl zZyciowego Caulobacter crescentus. Prosze Doktorantke o komentarz na
ten temat podczas obrony. Doktorantka bardzo precyzyjnie okreslita cel pracy, ktorym bylo

okreslenie powigzan pomig¢dzy replikacja DNA a innymi procesami komoérkowymi (ze
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szczegbélnym uwzglednieniem metabolizmu) w modelowej Gram-ujemnej bakterii Escherichia
coli. Za wlasciwe uwazam takze ograniczenie celéw szczegélowych do badan, ktérych
Doktorantka byta wiodacym autorem w ramach wieloautorskich publikacji/manuskryptow.

W pierwszej z prac eksperymentalnych opublikowanej w Sci. Data w 2023 roku autorzy
podjeli si¢ opracowania interaktomu dla wybranych biatek replikacyjnych E. coli w r6znych
warunkach wzrostu. Doktorantka zakladata, ze identyfikacja zmian w sieciach interakcji
konkretnych bialek w zaleznosci od tempa wzrostu komoérek moze przyczyni¢ sie do odkrycia
mechanizméw wykorzystywanych przez bakterie do dostosowywania fizjologii komoérki do
dostepnosci skladnikow odzywczych. W dobrze przemys$lanym podejsciu metodycznym do
identyfikacji interakcji bialkowych autorzy wykorzystali chromatografic powinowactwa
sprzezong ze spektrometrig mas wykorzystujac w charakterze przynety 8 biatek w tym biatko
inicjatorowe DnaA, bialka regulatorowe replikacji DiaA, Hda i SeqA, komponenty replisomu
takie jak helikaze DnaB, prymaze DnaG oraz podjednostke y polimerazy DNA III HolD, a takze
podjednostke B reduktazy rybonukleotydowej, NrdB. Kompleksy biatek oczyszczano dzieki fuzji
badanych biatek z sekwencjg tandemowego znacznika SPA. Oczyszczone kompleksy bialkowe
analizowano w tandemowej spektrometrii mas poprzedzonej chromatografig cieczowg (LC-
MS/MS). Uzyskane dane analizowano zaréwno pod katem jakosciowym jak i ilo$ciowym
pordwnujgc préby badane z precyzyjnie dobranymi kontrolami w celu odréznienia
rzeczywistych oddziatywan od tla charakterystycznego dla zastosowanej metody badawczej. W
opublikowanej pracy autorzy ograniczyli si¢ do walidacji i oceny jakosci uzyskanego zestawu
danych AP-MS, bez szczegbtowej analizy znaczenia biologicznego uzyskanych interakcji. Na
uwage zastuguje bardzo staranne graficzne przedstawienie uzyskanych wynikéw oraz
zdeponowanie danych wyjsciowych w odpowiednich bazach pozwalajacych na ich
wykorzystanie przez innych badaczy. AP-MS jak kazda metoda przesiewowa ma swoje
ograniczenia, zastanawiam si¢ czy Doktorantka rozwazala zastosowanie innego podejscia
metodycznego, chocby kontrolnie, z wykorzystaniem ligazy biotyny (BirA biotin ligase) np. w
systemie miniTurbo, ktéry jest coraz czgsciej uzywany do badania oddziatywan (bliskosci)
bialek w komérkach zaréwna w systemach eukariotycznych jak i u bakterii. Prosze
Doktorantke o wskazanie przewag i ograniczen tej metody w stosunku do AP-MS. Mam
rowniez pytanie dotyczace Fig. 7 zamieszczonej w publikacji. Poréwnujge wzrost szczepu

dzikiego oraz mutantéw z ,otagowanymi” bialkami dla DnaG, NrdS, Hda mozna
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zauwazy¢, ze wzrost mutantéw jest spowolniony w poréwnaniu do szczepu dzikiego, czy nie
wynika to z zaburzenia funkcjonalnosci rekombinowanych bialek i czy nie moze to
zmienia¢ oddzialywan pomie¢dzy przyneta a obserwowanymi interakcjami?

Trzeci artykul wchodzacy w sktad dysertacji ma charakter preprintu zamieszczonego w
2021 roku w bioRxiv. Artykutl ten jest w zamysle poglebieniem analiz AP-MS opublikowanych
w Sci. Data gdzie Autorzy przechodza od opisu interaktoméw, przez analiz¢ funkcjonalng, do
okreslenia biologicznego znaczenia wybranych powiazan. Doktorantka zwraca uwagg, ze duza
czes¢ interaktomu analizowanych biatek replikacyjnych to biatka rybosomalne a najwicksze ich
wzbogacenie obserwowano dla ,,przynet” SeqA oraz DnaA. Ciekawy jestem jakie wg
Doktorantki znaczenie funkcjonalne moze mie¢ wigzanie przez bialka replikacyjne
poszezegélnych bialek rybosomalnych a nie calych rybosoméw? Interesujagce sa tez
obserwacje Doktorantki wskazujace na bialka zaangazowane w wigzanie i procesowanie RNA
w tym biatka degradosomu identyfikowane w interaktomie bialek DnaA, DnaB, DnaG i SeqA co
tlumaczy potencjalnym zaangazowaniem degradosomu w zapobieganie akumulacji hybryd
RNA-DNA (w tym petli R) w genomie wplywajacym na procesywnos$¢ replisomu i stabilnos¢
DNA. Obserwowane interakcje dotycza takze bialek blonowych, enzymoéw zaangazowanych w
biogenezg powlok komoérkowych czy biatek odpowiedzialnych za potencjat oksydacyjno-
redukcyjny komoérki. Poza analizg wynikow AP-MS, dla weryfikacji zaleznosci funkcjonalnej
identyfikowanych oddzialywan, Doktorantka badala wpltyw delecji genéw kodujacych
metylotransferaz¢ 23S rRNA oddziatlujacg z NrdB oraz 6-epimerazg ADP-L-glicero-D-
mannoheptozy (syntezaLPS) wystepujaca w sieciach interakcji SeqA. Szczepy delecyjne byly
poddane analizie zawartosci DNA w komoérkach, metoda cytometrii przeptywowej po
zatrzymaniu replikacji. Autorzy wykazali, ze delecje obu analizowanych genéw zaburzajg
regulacje replikacji w cyklu komérkowym konkludujac, ze moga one uczestniczy¢ w
mechanizmach kontroli czasu replikacji w cyklu komérkowym, a ich udziat jest zalezny od
warunkéw wzrostu, a co za tym idzie, stanu metabolicznego komorki. Przedstawiona
interpretacja jest atrakcyjna, ale wymagataby przeprowadzenia szeregu dalszych eksperymentéw
oraz zaproponowania molekularnego mechanizmu regulujacego ten proces. Prosze Doktorantke
o zaproponowanie dalszych eksperymentéw wyjasniajacych mechanizm obserwowanego
zjawiska. Charakterystyka wynikéw AP-MS przedstawiona przez Doktorantke w tej czesci

Dysertacji (Omoéwienie prac eksperymentalnych) jest bardzo dobrym uzupetnieniem publikacji z
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Sci. Data. Integralng cze$cig Dysertacji jest takze ww. preprint zamieszczony w 2021 roku w
bioRxiv. W moim odczuciu, manuskrypt ten jest jednak w znacznej mierze powtdrzeniem
opublikowanej wilasnej pracy w Sci. Data, opisujac ponownie uzyskanie interaktomu dla
badanych biatek replikacyjnych w réznych warunkach wzrostu. Najlepszym tego przykladem sa
zamieszczone w pracy ryciny w ktérych Fig. 5 preprintu jest powtdrzeniem supplementary Fig.
Sa, 5b, 5¢, 5d, Se, 51, 5g, 5h z artykulu w Sci. Data, Fig. 6 jest identyczna jak Fig. 11 w Sci.
Data, a Fig. 7 powtarza Fig. 10 w Sci Data. Autorzy preprintu nie odnoszg si¢ w zadnej mierze
do opublikowanej pracy w Sci. Data a praca ta nie jest cytowana w spisie literatury. Znaczng
czg$C preprintu mozna uzna¢ jako autoplagiat dlatego uwazam, Ze ten preprint nie powinien
znajdowac si¢ w Dysertacji aby nie mierzy¢ si¢ w przysztosci z takim zarzutem. Domy$lam sig,
ze preprint powstat przed publikacja w Sci. Data a opublikowana praca jest jego zaakceptowana
w czasopiSmie wersja, dlatego tym bardziej oba artykuly (Sci. Data oraz bioRxiv) nie powinny
wchodzi¢ w skiad dysertacji.

W sklad dysertacji Pani mgr Joanny Morcinek-Orlowskiej weszta takze praca bedaca
recenzowanym preprintem w czasopi$mie eLife. Manuskrypt od wrzesnia 2024 roku ma status
»hot revised” a glownym zarzutem recenzentéw, ktéry réwniez podzielam, tej bardzo bogatej
metodycznie oraz wynikowo i niewatpliwie ciekawej pracy, jest brak wlgczenia do badan
komplementowanych szczepéw. Doktorantka jest 6 z kilkunastu autorow pracy a jej wklad w jej
powstanie ogranicza si¢ do oceny zawartosci DNA w komoérkach po zatrzymaniu replikacji,
metodg cytometrii przeplywowej. Ta wieloautorska publikacja jest dowodem na umiejetnosé
wspoltpracy migdzynarodowej Doktorantki, lecz ze wzgledu na skromng role w jej powstaniu
wlgczenie jej jako integralnej czgs¢ Dysertacji uwazam za niewlasciwe. Przeprowadzone badania
przez Doktorantk¢ mozna bylo przedstawi¢ w czesci opisowej a prace zalgczy¢ jako suplement.

Niewgtpliwie wiodaca rol¢ Doktorantka odgrywala w zalgczonym manuskrypcie
opisujgcym oddziatywania biatka DiaA z 7-fosforan sedoheptulozy i wyjasniajacym znaczenie
tego oddziatywania dla regulacji inicjacji procesu replikacji. Badania struktury krystalicznej
DiaA ujawnila obecno$¢ konserwowanej domeny izomerazy cukrowej odpowiadajacej domenie
obecnej w enzymie GmhA szlaku syntezy heptozy, kluczowego prekursora rdzenia LPS.
Zastosowanie znakowanego radioaktywnie substratu oraz testu EMSA pozwolito na
potwierdzenie oddzialywan DiaA z S7P. Autorzy przygotowali tez kolekcje 17 zmutowanych

wariantow DiaA z substytucjami AA w badanej domenie i zidentyfikowali substytucje, ktora
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uposledzala wigzanie S7P oraz inne wplywajace na zdolno$¢ tworzenia tetrameréw. Ponadto
Doktorantka analizowala zalezno$¢ pomigdzy obecnoscia badanych mutacji a procesem inicjacji
replikacji, w ukladzie kontrolnym obnizyla poziom S7P w komérkach poprzez inaktywacje genu
tkt4 a takze badata funkcjonalno$¢ rekombinowanych DiaA w promowaniu wigzania DnaA do
oriC. Przeprowadzone badania upowazniajg Doktorantke do stwierdzenia, ze S7P petni funkcje
negatywnego modulatora aktywnosci biatka DiaA co uwazam za bardzo istotny wktad Pani mgr
Joanny Morcinek-Ortowskiej w zrozumieniu ztozonych systemow regulujacych proces replikacji
DNA u bakterii. Ciekawy jestem jak Doktorantka z punktu widzenia ewolucyjnego wyjasni
wykorzystanie tego metabolitu (S7P) w regulacji inicjacji replikacji oraz czy uwaza, ze
rowniez inne metabolity moga pelni¢ podobne funkcje oddzialujac z enzymami procesu
replikacji. W manuskrypcie pracy na podstawie analizy EMSA Doktorantka pisze, ze sila
wigzania S7P do obu badanych bialek jest podobna, mysle, ze takie stwierdzenie wymagatoby
wykonania dodatkowych pomiaréw pozwalajacych na ustalenie wartosci statej dysocjacji (SPR,
MST). Podobnie analiza sily oddzialywan DnaA z wariantami DiaA wymagalaby weryfikacji
metodami ilosciowymi. Nie przekonuje mnie takze jakos$¢ dokumentacji EMSA potwierdzajacej
wplyw DiaA na wigzanie DnaA do oriC w obecno$ci S7P, opublikowanie tego manuskryptu
bedzie wymagalo powtdrzenia lub uzupelnienia tych badan. Ciekawym uzupelnieniem badan
byloby takze zwigkszenie ekspresji enzyméw odpowiedzialnych za synteze S7P w komoérkach E.
coli oraz zbadania efektu tej nadprodukcji na proces replikacji. Prosz¢ Doktorantke o
komentarz do powyzszych watpliwosci i uwag.

Przeprowadzona przez Doktorantke dyskusja, zar6wno w oméwieniu jak i w
poszczegblnych manuskryptach $wiadczy o $wietnym przygotowaniu teoretycznym i bardzo
dobrej znajomosci literatury naukowej a takze o zdolno$ci do krytycznego spojrzenia na wiasne
wyniki. Wnioski wyciagnigte przez Doktorantke sa w pelni uprawnione biorgc pod uwage
przeprowadzone badania eksperymentalne oraz dostgpne dane literaturowe. Uwazam, ze bledem
Doktorantki bylo wlaczenie do dysertacji preprintu 3, a za niepotrzebne uwazam wlaczenie
preprintu 4, gdzie udziat Doktorantki byt zbyt skromny. Pomijajgc jednak te dwie prace, na
podstawie pracy pogladowej, pracy opublikowanej w Sci. Data oraz manuskryptu artykutu
oryginalnego uwazam, ze dysertacja Pani mgr Joanny Morcinek-Orlowskiej jest bardzo
wartosciowa i wnosi nowa wiedz¢ w zrozumieniu mechanizméw regulujacych funkcjonowanie

komérki bakteryjne;j.
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Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z praca doktorska Pani mgr Joanny Morcinek-
Orlowskiej uwazam, ze Doktorantka prezentuje ogélna wiedze teoretyczng niezbedna dla
osoby ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne, wykazuje
umieje¢tnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej a przedstawiona do oceny
dysertacja stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego i spelnia kryteria zawarte
w art. 187 ust. 1 i 2 ustawy z dnia 20.07 2018 r (Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce,
Dz.U. 2018 poz. 1668 z pézn. zm.). Wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Joanny Morcinek-Orlowskiej do

dalszych etapéw postepowania.

Ze wzgl¢du na umieje¢tne polaczenie badan o charakterze przesiewowym oraz badan
na poziomie pojedynczego enzymu z zastosowaniem metod proteomicznych, inzynierii
genetycznej, oraz metod biochemicznych, podjete ryzyko naukowe oraz uzyskanie cennych
wynikéw z zakresu badan podstawowych wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne
Uniwersytetu Gdanskiego o wyréznienie Pani mgr Joanny Morcinek-Orlowskiej

przewidziana w regulaminie nagroda.
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