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Ocena pracy doktorskiej mgr Moniki Maciag-Dorszynskiej ,,The genetic basis
of the correletion between DNA replication regulation, central carbon

metabolism and stress alarmons in Escherichia coli cells”.

Tylko nieliczni Doktoranci staja przed szansa realizacji swojej pracy doktorskiej w uznanych na
$wiecie zespotach badawczych od lat regularnie publikujacych swoje prace w czolowych
czasopismach naukowych. Do zespotéw takich niewatpliwie nalezy zaliczy¢ macierzysta
jednostke Doktorantki, Katedre Biologii Molekularnej kierowana przez prof. dr hab. Grzegorza
Wegrzyna, w tym grupe badawcza promotora recenzowanej pracy, dr hab. Agnieszki
Szalewskiej Patasz, prof. UG. Ze wzgledu na dostep do bogatego, wyszukanego warsztatu
badawczego, niezbednej aparatury naukowej i co najwazniejsze do wiedzy i do$wiadczenia
naukowego promotora stawiane przed Doktorantka oczekiwania sg z pewnoscia rowniez bardzo
wysokie. Bardzo milo mi, jako recenzentowi po lekturze pracy doktorskiej stwierdzi¢, ze te
wysokie oczekiwania zostaly w pelni speinione.

Prace doktorska Pani mgr Moniki Maciag-Dorszynskiej stanowi zbior spdjnych tematycznie
pieciu prac eksperymentalnych o sumarycznym wspélczynniku cytowalnosci IF>10. We
wszystkich pracach wchodzacych w sklad zbioru, Doktorantka jest pierwsza autorka, a
dotaczone oswiadczenia wspotautord0w nie pozostawiaja zadnych watpliwosci co do jej
kluczowej roli w realizacji opisywanych badan. Trzy z tych prac opublikowane w Microbial Cell
Factories, Mutation Research oraz Gene opisuja zaleznos¢ pomigdzy centralnym metabolizmem
wegla a procesem replikacji DNA w komérkach E. coli. Kolejna praca opublikowana w Plasmid

udowadnia hamowanie aktywnosci prymazy DnaG przez czterofosforan guanozyny (ppGpp),



INSTYTUT Instytut Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk
(ORI R MY

w todzi

93-232 todz tel.: 042 2723610 e-mail: jdziadek@cbm.pan.pl
ul. Lodowa 108 fax.:042 2723630 www.cbm.pan.pl

BiolMed

natomiast ostatnia, opublikowana w FEBS Open Bio wskazuje na odmienny efekt alarmonu
ppGpp na aktywnos¢ DnaG w warunkach in vitro oraz in vivo.

W realizacji pierwszej z ww. prac Doktorantka skonstruowata kolekcje kilkudziesieciu
rekombinowanych szczepéw E. coli noszacych punktowe mutacje w genach kodujacych
wybrane biatka uczestniczace zarowno w procesie inicjacji jak i elongacji replikacji nadajace im
fenotyp temperaturo-wrazliwosci oraz mutacje delecyjno/insercyjne w genach szlakow
centralnego metabolizmu wegla (glikolizy, glukoneogenezy, szlaku pentozofosforanowego,
cyklu Krebsa 1 szlaku metabolizmu pirogronianu). Celem przeprowadzonych badan bylto
sprawdzenie, czy obserwowane w komorkach Bacillus subtilis zjawisko znoszenia efektu
fenotypowego zwiazanego z obecnoscig mutacji w genach kodujacych biatka procesu replikacji
poprzez inaktywacje gendw centralnego metabolizmu wegla jest unikalne dla tego gatunku czy
réwniez wystepuje w komoérkach FE. coli. Uzyskane przez Doktorantke mutanty 1
przeprowadzone z ich udzialem analizy wzrostu jednoznacznie potwierdzily stawiang hipoteze o
Scistej zaleznosci pomigdzy procesem replikacji DNA oraz metabolizmem wegla u E. coli.
Poczynione = obserwacje  zostaly = potwierdzone  dzigki  zastosowaniu  szczepow
komplementowanych funkcjonalnymi genami metabolizmu wegla, a przeprowadzone kontrole
wykluczyly mozliwos¢ efektu niespecyficznego w postaci spowolnienia wzrostu u podwdjnych
mutantow.

W  kolejnej pracy Doktorantka kontynuowala rozwigzywanie postawionego problemu
badawczego poprzez analize efektu mutatorowego w szczepach E. coli noszacych punktowe
mutacje w genach podjednostek polimerazy III (dnaQ i1 dnaX) oraz mutacje delecyjne w genach
centralnego metabolizmu wegla. Autorzy zaobserwowali, ze efekt mutatorowy obserwowany
poprzez analize spontanicznych mutantéw opornych na rifampicyne lub kwas nalidyksynowy,
zwigzany z mutacjami punktowymi w genach dnaQ oraz dnaX moze zosta¢ zmieniony poprzez
delecje niektéorych gendéw metabolizmu wegla. Poczynione obserwacji potwierdzono z
zastosowaniem szczepOw komplementacyjnych oraz podobnie jak w pierwszej pracy
wykluczono mozliwosé efektu niespecyficznego w postaci spowolnienia wzrostu u podwdjnych
mutantow.

Kontynuujgc badania zaleznosci pomiedzy procesem replikacji oraz metabolizmem wegla w
komorce E. coli Doktorantka przeprowadzila analiz¢ dtugosci komérek mutantow dnad, dnaB,

dnaE, dnaG 1 dnaN oraz rozmieszczenia w nich nukleoidéw przy funkcjonalnych oraz
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defektywnych genach metabolizmu wegla. Przeprowadzone analizy jednoznacznie wykazaty, ze
delecja niektérych z badanych gendéw centralnego metabolizmu wegla znaczaco zmniejsza
efekty fenotypowe zwigzane z mutacjami w genach kodujacych bialka procesu replikacji.
Ponownie uzyskane obserwacje =zostaly potwierdzone poprzez Kkonstrukcje szczepow
komplementowanych.

Zalezno$¢ pomiedzy procesem replikacji DNA oraz metabolizmem komorki byta od dawna
szeroko akceptowana, do niedawna rozumiano ja jednak jako efekt niespecyficzny, oparty o
limitowany dostep energii czy prekursoréw dla makromolekul, czy tez wynikajacy z syntezy w
odpowiedzi na limitowany dostep zrodet wegla, specyficznych czasteczek sygnalnych takich jak
ppGpp czy cAMP. Uzyskane przez Doktorantke wyniki, oraz nieliczne prace innych autoré6w na
modelu B. subtilis, wskazuja, ze zaleznosci pomiedzy badanymi procesami sg zaleznosciami
specyficznymi opartymi o obecnos¢ funkcjonalnych enzyméw, czgsto nie bedacych niezbednymi
dla proceséw metabolicznych w ktérych uczestnicza. Na podstawie uzyskanych przez
Doktorantke wynikow badan na modelu E. coli centralng rol¢ w tym procesie nalezatoby
przypisa¢ produktom gendw pta i ackA z procesu metabolizmu pirogronianu. Mutacje tych
gendw znosity fenotyp termo-wrazliwosci mutantéw dnad, dnaB, dnaG i dnaN, zardbwno na
poziomie analizy liczby kolonii jak i zaburzen w morfologii komorek oraz wptywaty na fenotyp
mutatorowy termo-wrazliwych mutantéw dnaQ oraz dnaX (z przeciwnym efektem). Czy wobec
tego nalezy przypuszczaé, ze szlak metabolizmu pirogronianu ma szczegdélne znaczenie dla
procesu replikacji DNA w komérkach E. coli czy tez enzymy kodowane przez pta i ackA
posiadaja dodatkowe aktywno$ci wskazujace na ich role w procesach zwigzanych z
metabolizmem DNA ? Czy z przeprowadzonych w zespole badan lub jesli sa dostepne
analiz globalnej odpowiedzi transkrypcyjnej komérki wynikajacej z delecji genéw pta i
ackA (lub innych dajacych podobny efekt fenotypowy) mozemy zaobserwowaé znaczace
zmiany poziomu eKkspresji enzyméw zaangazowanych w synteze specyficznych czasteczek
sygnalnych ? Czy przynajmniej cz¢Sciowym wyjasnieniem obserwowanych zmian fenotypu
termo-wrazliwosci badanych mutantéw nie bylaby ewentualna nadprodukcja bialek
opiekunczych wspomagajacych prawidlowe zlozenie bialek transkrypcyjnych noszacych t
mutacje nadajace im termo-wrazliwos¢?

Dwie kolejne prace dotycza analizy roli czterofosforanu guanozyny jako potencjalnego

inhibitora procesu elongacji replikacji. W pierwszej z tych prac Doktorantka w elegancki sposob
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w badaniach in vitro wykazata, ze ppGpp jest inhibitorem prymazy DnaG, w drugiej natomiast,
ze w warunkach odpowiedzi $cistej in vivo nie nastepuje zablokowanie syntezy DNA. Te réznice
w obserwowanym efekcie ppGpp na syntez¢ DNA w warunkach in vitro 1 in vivo zostaly w
bardzo przekonujacy sposob przedyskutowane w pracy jako potencjalny efekt kompetycji w
oddziatywaniu ppGpp z polimeraza RNA. W tym miejscu chcialbym podkresli¢, ze w kazdej z
opublikowanych prac wchodzacych w sktad pracy doktorskiej Pani Moniki Maciag-Dorszynskiej
dyskusja przeprowadzona jest w sposob bardzo profesjonalny, $wiadczacy o §wietnej znajomosci
tematyki badawczej oraz umiejetnosci krytycznego spojrzenia na wilasne wyniki badan. Na
podkreslenie zashuguje takze S$wietny warsztat badawczy Doktorantki, umiej¢tnos¢ doboru

wlasciwych kontroli eksperymentéw oraz weryfikacji uzyskanych wynikow.

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z praca doktorska Pani mgr Moniki Maciag-
Dorszynskiej uwazam, ze przedstawiona do oceny praca zawiera oryginalne i bardzo
wartoSciowe wyniki. Wnosz¢ do Rady Naukowej Wydzialu Biologii Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie mgr Moniki Maciag-Dorszynskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Z uwagi na podjete ryzyko naukowe, uzyskane cenne wyniki poznawcze oraz jakosc
naukowa ocenianej pracy prosz¢ Szanownag Rade o nagrodzenie pracy doktorskiej Pani Moniki

Maciag-Dorszynskiej przewidziana w regulaminie nagroda.




