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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Morcinek-Ortowskiej pt.:
»Powigzania miedzy replikacjg DNA a innymi procesami komadrkowymi
Escherichia coli oraz ich rola w koordynacji bakteryjnego cyklu

komoérkowego”

Kluczowe procesy cyklu komoérkowego, w szczegdlnosci powielanie materiatu genetycznego,
wymagaija Scistej kontroli oraz precyzyjnej koordynacji z tempem wzrostu komérki. W przypadku
bakterii funkcjonujgcych w dynamicznie zmieniajgcych sie warunkach $rodowiskowych,
zdolnos¢ do dostosowywania tempa wzrostu i podziatdw komadrkowych stanowi podstawowy
warunek ich przetrwania oraz konkurencyjnosci ekologicznej. Replikacja DNA, jako proces
wysoce energochtonny, musi by¢ szczegdlnie precyzyjnie regulowana — zwlaszcza na etapie
inicjacji — oraz Scisle sprzezona ze stanem metabolicznym komoérki.

Pomimo wieloletnich badan nad mechanizmami kontroli replikacji DNA u bakterii, nadal
niewiele wiadomo o procesach koordynujgcych tempo syntezy DNA z aktywnoscig metaboliczng
komorki, szczegdlnie w warunkach zmiennego srodowiska oraz w odpowiedzi na stres. Z tego
wzgledu problem badawczy podjety w ocenianej rozprawie nalezy uznaé za aktualny, istotny
oraz dobrze uzasadniony naukowo.

Badania zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem modelowego organizmu, jakim jest Gram-
ujemna bakteria Escherichia coli, stanowigca jeden z najlepiej poznanych systemdw do analizy
procesu replikacji DNA. Sformutowana przez Doktorantke hipoteza badawcza zaktada, ze biatka
zaangazowane w metabolizm oraz/lub drobnoczgsteczkowe metabolity mogg — poprzez
oddziatywania z biatkami uczestniczgcymi w syntezie DNA — modulowac ich aktywnos¢, a tym
samym uczestniczy¢ w koordynacji procesu replikacji DNA z tempem wzrostu komorki w
okres$lonych warunkach srodowiskowych.

Forma ocenianej rozprawy doktorskiej ma charakter hybrydowy. Sktada sie z nastepujacych

czesci: wstepu, celu pracy, omdwienia prac eksperymentalnych oraz wnioskéw i dyskusji. Do




rozprawy dotgczono jeden opublikowany artykut przeglagdowy (Acta Biochimica Polonica), jeden
opublikowany artykut oryginalny (Scientific Data) oraz trzy preprinty/manuskrypty.
Doktorantka jest pierwszg autorka dwéch opublikowanych artykutéw oraz jednego manuskryptu
dostepnego na platformie bioRxiv. W pozostatych dwdch pracach jest jednym z szesnastu
autorow (preprint w elife) oraz jednym z dwéch rdownorzednych pierwszych autoréw
manuskryptu (tgcznie siedmiu autoréw).

Udziat Doktorantki w trzech artykutach/manuskryptach, w ktérych jest jedyng pierwsza autorka,
nalezy uznaé¢ za wiodacy i znaczacy, co zostato dodatkowo potwierdzone w oswiadczeniach
wspoétautoréw. W dwdch pozostatych manuskryptach jej wktad pozostaje zwigzany z tematyka
rozprawy doktorskiej, jednak nie ma charakteru wiodacego. W przypadku ostatniego
manuskryptu, ktory —jak rozumiem — nie zostat jeszcze wystany do druku, brak jest oswiadczenia
prof. dr hab. Anny Zawilak-Pawlik.

Prace opublikowane (w Acta Biochimica PolonicaiScientific Data) zostaty juz poddane
procesowi recenzji, dlatego nie bedg przedmiotem szczegdtowej analizy w niniejszej recenzji.
W artykule opublikowanym w Scientific Data Doktorantka opracowata platforme do
systemowego identyfikowania partnerédw oddziatujgcych z biatkami uczestniczgcymi w procesie
replikacji DNA oraz do analizy dynamiki interaktomu biatek replikacyjnych w réznych warunkach
wzrostu bakterii. Do identyfikacji interakcji biatkowych wykorzystano chromatografie
powinowactwa sprzezong ze spektrometrig mas (AP-MS, affinity purification coupled with mass
spectrometry). Jako ,przynety” wybrano osiem biatek: DnaA, regulatory replikacji DiaA, Hda i
SegA, elementy replisomu — helikaze DnaB, prymaze DnaG, podjednostke | polimerazy DNA I
(HolD) oraz dodatkowo podjednostke B reduktazy rybonukleotydowej (NrdB). Analiza MS
wykazafa, ze okoto 36% wszystkich biatek E. coli moze potencjalnie wchodzi¢ w interakcje z
analizowanymi biatkami.

Praca ta stata sie punktem wyjscia do dalszych badan, ktérych wyniki przedstawiono w trzech
manuskryptach dofgczonych do rozprawy doktorskiej. Sposrdd nich tylko jeden zostat poddany
procesowi recenzji (eLife), jednak poprawiona wersja manuskryptu — mimo opublikowanych

odpowiedzi na recenzje — nie ukazata sie dotychczas w formie publikacji.



Moja gtéwna uwaga dotyczy pracy zatytutowanej ,Protein interaction network analysis reveals
growth conditions-specific crosstalk between chromosomal DNA replication and other cellular
processes in E. coli”, w ktérej Doktorantka jest pierwszg autorka. Pomimo ze praca ta jest
dostepna w archiwum bioRxiv od 2021 roku, nie zostata dotychczas opublikowana w
recenzowanym czasopiSmie i — jak mozna przypuszczaé — najprawdopodobniej nie zostanie
opublikowana w tej formie.

Zasadniczym problemem jest to, ze piec rycin zawartych w tej pracy (Fig. 3, Fig. 4, Fig. 5 — obie
czesci oraz Fig. S1) pojawia sie réwniez w artykule opublikowanym w Scientific Data (Fig. 9, Fig.
10, Fig. 11, Fig. S4 oraz dane zdeponowane w projekcie NDEx).

Mozna zatem przypuszczaé, ze wersja pracy udostepnionej w bioRxiv stanowita podstawe do
przygotowania manuskryptu opublikowanego nastepnie w Scientific Data. Kwestia ta wymaga
jednoznacznego wyjasnienia i powinna zosta¢ skomentowana przez Doktorantke.

W pracy udostepnionej w archiwum bioRxiv, dotgczonej do rozprawy doktorskiej, Doktorantka
— poza danymi przedstawionymi w artykule w Scientific Data — podjeta probe okreslenia
biologicznego znaczenia wybranych powigzan w sieci interaktomu. Przeprowadzita ograniczong
analize funkcjonalng wybranych dwdch gendw, ktérych produkty potencjalnie oddziatujg z
badanymi biatkami replikacyjnymi. Analiza ta polegata na delecji gendéw: rImE oraz rfaB,
kodujacych odpowiednio metylotransferaze 23S rRNA oraz 6-epimeraze ADP-L-glicero-D-
mannoheptozy. Biatka te zostaty zidentyfikowane odpowiednio w interaktomie NrdB i SeqgA.
Doktorantka wykazata, ze delecja tych genédw wptywa na regulacje procesu replikacji DNA w
cyklu komaérkowym.

Interesujgcym rozwinieciem wynikéw przedstawionych w artykule opublikowanym w Scientific
Data jest wykazanie powigzan pomiedzy mechanizmami utrzymujacymi homeostaze
zewnetrznych powtok komaérkowych a regulacjg replikacji DNA. Wyniki te zostaty przedstawione
w pracy przestanej do elife, w ktérej Doktorantka analizowata wptyw delecji genéw bam na
regulacje procesu replikacji DNA w cyklu komérkowym. Geny te kodujg biatka tworzace
kompleks BAM (8-barrel assembly machinery), odpowiedzialny za prawidtowe fatdowanie oraz

wbudowywanie biatek btonowych w btone zewnetrzna E. coli.



W ostatnim manuskrypcie wykazano, ze drobnoczgsteczkowy metabolit metabolizmu
pierwszorzedowego sedoheptulozo-7-fosforanu (S7P) poprzez oddziatywanie z DiaA reguluje
proces inicjacji replikacji DNA. Doktorantka wprowadzita szereg mutacji w genie digdA, ktore
zaburzaty wigzanie S7P i wykazata, ze szczepy takie majg podobny fenotyp do szczepu z delecjg
tego genu.

Doktorantka formutuje teze, ze aparat replikacyjny ulega dynamicznej reorganizacji i jest
funkcjonalnie powigzany z innymi procesami komdrkowymi, w tym metabolizmem RNA,
biosyntezg btony komdrkowej oraz odpowiedzig na stres. Praca ta wpisuje sie w aktualny nurt
badan systemowych nad organizacjg procesow komérkowych i podejmuje istotny problem
koordynacji replikacji DNA z fizjologia komoérki bakteryjnej w zmiennych warunkach
Srodowiskowych.

Na podkreslenie zastuguje dobrze zaprojektowany uktad eksperymentalny obejmujacy rdézne
warunki wzrostu (pozywka bogata, minimalna, faza stacjonarna), co umozliwia biologicznie
uzasadnione poréwnania. Uwzglednienie dwdch typow kontroli (szczep bez znacznika oraz
szczep z losowo znakowanym biatkiem), a takie zastosowanie replik biologicznych i
odpowiedniej analizy statystycznej (w tym korekty FDR) znaczgco zwieksza wiarygodnosé
uzyskanych danych. Istotnym elementem pracy jest rowniez walidacja wewnetrzna podejscia
poprzez odtworzenie znanych oddziatywan biatkowych, takich jak kompleksy zwigzane z
polimerazg DNA Il czy interakcje DnaB—DnaC oraz Hda—DnaN. Swiadczy to o poprawnosci
zastosowanej metodologii. Na uwage zastuguje takze wigczenie analiz funkcjonalnych
(aczkolwiek ograniczonych), w tym badan mutantéw delecyjnych (ArlmE, ArfaD) oraz analiz
cytometrycznych cyklu komodrkowego, ktore stanowig cenne uzupetnienie danych
proteomicznych i prdébe powigzania obserwacji na poziomie sieciowym z fenotypem

komédrkowym.

Uwagi krytyczne:
1. Badania majg w duzej mierze charakter opisowy. Chociaz zidentyfikowano liczne
potencjalne interakcje biatkowe, nie przedstawiono przekonujgcych dowoddéw

biochemicznych potwierdzajgcych ich bezposredni charakter ani mechanizm dziatania.



Autorzy sami wskazujg na koniecznos$¢ dalszych badan w tym zakresie. W konsekwencji
znaczna cze$¢ wnioskdw ma charakter hipotetyczny.

Brak niezaleznej weryfikacji kluczowych interakcji. Dane opierajg sie gtdwnie na
analizach AP-MS, ktére nie pozwalajag na jednoznaczne rozréznienie interakcji
bezposrednich od posrednich. Nie zastosowano innych metod weryfikujgcych
potencjalne oddziatywanie (np. koimmunoprecypitacji, testéw dwuhybrydowych), co
ogranicza wiarygodnos¢ nowych obserwacji.

Kolejnym istotnym problemem jest nadinterpretacja danych korelacyjnych.
Wspdtoczyszczanie biatek bywa interpretowane jako dowéd ich funkcjonalnej interakgcji,
mimo braku bezposredniego potwierdzenia eksperymentalnego in vitro. Dotyczy to
zwlaszcza postulowanych powigzan pomiedzy aparatem replikacyjnym a procesami
degradacji RNA.

Manuskrypt nr 3 jest napisany niespdjnie i miejscami niezrozumiaty. Dane nie s3
odpowiednio udokumentowane ze wzgledu na brak udostepnionych plikéw
wynikowych. To co znajduje sie w repozytorium oraz to, co jest pod linkiem, nie stanowi
wiasciwie udokumentowanych danych wynikowych, a jedynie tzw. Source Data dla figur.
Brak jest pliku podsumowujgcego cato$é¢ obrobki statystycznej; wykazane sg jedynie
biatka istotnie wzbogacone. Standardem w proteomice jest publikowanie
tabelarycznego kompletu danych wynikowych (a wiec takich po obrébce
statystycznej/wnioskowaniu jakosciowym) w formie niezmodyfikowane] (output as is).
Czes¢ danych zostata uzupetniona w manuskrypcie nr 2.

Istotnym ograniczeniem metodologicznym jest takze niewystarczajgca kontrola
zanieczyszczen. Obecnos¢ biatek rybosomalnych, typowych dla analiz AP-MS, nie zostata
w petni uwzgledniona, a czes¢ z nich interpretowana jest jako potencjalni partnerzy.
Zastrzezenia budzi brak komplementacji mutantéw delecyjnych (ArlmE, ArfaD). Nie
mozna wykluczy¢ efektéw polarnych wptywajgcych na ekspresje gendw sgsiadujacych,
co mogtoby podwazac czes¢ wnioskéw, szczegodlnie dotyczgcych proceséw replikacji

DNA.



7. Biatka uczestniczace w procesie replikacji DNA i jego regulacji mogg podlegac
modyfikacjom posttranslacyjnym w trakcie cyklu komérkowego, co moze wptywaé na
powinowactwo tych biatek do zidentyfikowanych partneréw. Nalezato to uwzglednié w
dyskusji przedstawionych wynikéw.

8. Zakres badania ograniczony jest do osmiu biatek replikacyjnych, co moze prowadzi¢ do
niepetnego obrazu sieci oddziatywan. Ponadto walidacja funkcjonalna zostata
przeprowadzona jedynie dla dwdch gendw, co ogranicza mozliwos¢ uogdlnienia
wnioskow.

9. Autorzy dokonali bardzo standardowych zabiegéw obrébki danych majgcych na celu
minimalizacje wynikéw fatszywych. Przyktadowo, sztywne przyjecie wartos$ci odciecia
fold-change: czasem lepsze wyniki mozna by uzyskac, stosujgc dynamiczny prég dla fold-
change (otrzymany np. na podstawie rozktadu wartosci fold-change — mozna wtedy
przyja¢ warto$¢ dla okreslonego decyla wartosci). Odciecie biatek po liczbie
zidentyfikowanych unikatowych peptydéw — w eksperymencie AP-MS wykluczenie
biatek zidentyfikowanych/skwantyfikowancyh na podstawie tylko 1 unikatowego

peptydu czesto pozwala znacznie lepiej odsia¢ biatka nieswoiste.

Podsumowanie
Reasumujgc, do najwazniejszych osiggnie¢ rozprawy doktorskiej nalezy identyfikacja
potencjalnych powigzan pomiedzy replikacjg DNA a:

e metabolizmem i degradacjg RNA (w tym degradosomem),

e biosyntezg otoczki komérkowej (np. LPS),

e metabolizmem centralnym.
Wyniki zawarte w rozprawie wspierajg koncepcje systemowej integracji proceséw
regulujgcych replikacje DNA oraz wskazujg na znaczng plastycznos¢ sieci oddziatywan

biatkowych w zaleznosci od warunkdw srodowiskowych.

W swietle powyiszego, pozytywnie oceniam rozprawe doktorskg Pani mgr Joanny

Morcinek-Ortowskiej pt. ,Powigzania miedzy replikacja DNA a innymi procesami



komdrkowymi Escherichia coli oraz ich rola w koordynacji bakteryjnego cyklu
komérkowego” i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Gdanskiego w Gdansku o Jej dopuszczenie, stwierdzajgc jednoczesnie, ze praca spetnia
wymogi okreslone w art. 187 ust. 1 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie

wyzszym i nauce MNiSW.

Jolanta Zakrzewska



