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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Natalii Lewandowskiej pt. ,, Rola matych, niekodujgcych
czasteczek RNA w regulacji rozwoju bakteriofaga ®24B oraz jego gospodarza,
bakterii Escherichia coli produkujacej toksyne Shiga”

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska autorstwa mgr Natalii Lewandowskiej
zostata przygotowana na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego. Promotorem
rozprawy byta dr hab. Bozena Nejman-Falericzuk, a promotorem pomocniczym
dr Sylwia Boch. Rozprawe przedfozono Radzie Dyscypliny Nauki biologiczne
Uniwersytetu Gdanskiego. Zaréwno promotor, jak i promotor pomocnicza majg
bogate doswiadczenie badawcze oraz znaczacy dorobek naukowy w obszarze
tematycznym, ktérego dotyczy rozprawa.

Rozprawa zostata przygotowana w formie spdjnego cyklu czterech publikacji
naukowych, w sktad ktérego weszty trzy oryginalne prace eksperymentalne oraz
praca o charakterze przeglagdowym. Doktorantka jest pierwszym autorem w dwéch

pracach  cyklu, w  pozostatych  dwéch  wspédtdzieli  pierwszoautorsky
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pozycje z promotor pomocniczg dr Sylwig Bloch. Do publikacji wchodzacych w sktad
ocenianego cyklu dotgczono szczegétowe oswiadczenia dotyczace indywidualnego
wktadu poszczegdélnych autorow. W mojej opinii oswiadczenia te w sposéb
wystarczajacy i wtasciwy dokumentuja udziat Doktorantki w powstaniu kazdej z prac.
Chociaz jej rola w publikacjach, gdzie dzieli pozycje pierwszoautorskg, nie miata scisle
wiodacego charakteru, wniesiony przez Doktorantke wkfad byt bardzo istotny
i wystarczajacy do wiaczenia ich do rozprawy doktorskiej. Rozprawa nie zawiera
zdefiniowanego celu pracy, ktéry mégtby pomdéc w zrozumieniu celu i hipotezy
badawczej catego projektu doktorskiego. Zawiera bardzo dobrze napisany rozdziat
stanowigcy podsumowanie (w tym wersje anglojezyczng), informacje naukowg o

autorce, oraz materiaty uzupetniajace.

Rozprawa dotyczy matych regulatorowych RNA (sRNA) kodowanych przez
bakteriofagi Stx, ktére uczestniczg w kontroli cyklu zyciowego faga oraz wptywaja na
fizjologie bakteryjnego gospodarza. Badania prowadzono gtéwnie na modelowym
bakteriofagu ®24B, przenoszacym geny toksyny Shiga. Szczegdlng uwage
poswiecono bardzo krétkim fagowym sRNA, ktorych rozmiar i sposdb dziatania

przypominajg mikroRNA wiruséw eukariotycznych.

Praca nr 1 cyklu zostata opublikowana w roku 2015 w czasopi$mie Viruses i stanowi
ona przeglad fagowych sRNA. W pracy tej uporzgdkowano aktualng wiedze o
regulatorowych RNA pochodzenia fagowego. Opisane czgsteczki sklasyfikowano
wedtug kontrolowanych przez nie proceséw, obejmujacych replikacje DNA faga,
lizogenizacje, podziaty komérkowe, metabolizm gospodarza, odpowiedz na stres oraz
patogennosc bakterii. Przeglad wykazuje, ze fagowe sRNA s3 stabiej poznane niz ich
bakteryjne odpowiedniki, mimo ze mogg odgrywac istotng role w regulacji interakgcji

fag—gospodarz.
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Praca nr 2 zostata opublikowana w roku 2023 w pismie PLOS ONE i zawiera
charakterystyke molekuty sRNA 24B 1. Czagsteczka 24B_1 jest 20-nukleotydowym
SRNA powstajgcym z dtuzszego prekursora kodowanego przez faga ®24B. Jest to
pierwsze funkcjonalne fagowe sRNA o rozmiarze odpowiadajgcym eukariotycznym
mikroRNA. Wykazano, ze nadekspresja 24B_1 sprzyja lizogenii. Prowadzita ona do
zmniejszenia produkcji potomnych czastek fagowych i ograniczenia lizy bakterii,
zwiekszajac jednoczesnie udziat lizogendéw wsrdd komarek, ktére przetrwaty infekcje.
Towarzyszyt temu wzrost ekspresji fagowych gendw zwigzanych z lizogenig, w tym cl,
clli clll.

24B_1 wptywata réwniez na metabolizm gospodarza. Jej nadekspresja
powodowata obnizenie poziomu ATP i fumaranu oraz akumulacje NAD*.
Zidentyfikowano potencjalne miejsce wigzania 24B_1 w mRNA genu sdhB,
kodujgcego podjednostke dehydrogenazy bursztynianowej, a bezposrednie
oddziatywanie obu RNA potwierdzono in vitro. Wyniki wskazujg, ze 24B_1 moze
wspierac lizogenie poprzez skoordynowang regulacje genéw fagowych i metabolizmu
energetycznego bakterii. Stwierdzono takze, ze biatko Hfq wigze prekursor 24B_1, co

sugeruje jego udziat w stabilizacji lub dojrzewaniu tej czasteczki.

Praca nr 3 cyklu zostata opublikowana w roku 2026 w pismie Biochimica et
Biophysica Acta i obejmuje charakterystyke sRNA UpRoil jako czastki fagowego
pochodzenia. UpRoil jest 30-nukleotydowym sRNA kodowanym w regionie
regulatorowym genomu ®24B. W przeciwienstwie do 24B_1 wspiera ono rozwdj
lityczny faga. Ekspresja UpRoil wzrastata po indukcji profaga, natomiast jego
nadekspresja nasilata lize bakterii, zmniejszata przezywalno$¢ komoérek i powodowata
okoto dziesieciokrotny wzrost liczby czastek fagowych.

Wykazano, ze UpRoil wigze sie z regionem 5'UTR transkryptu genu roi, kodujacego
fagowy antyrepresor. Oddziatywanie to jest stabilizowane przez biatko ProQ.

Zaproponowany mechanizm zaktada, ze aktywacja odpowiedzi SOS i degradacja LexA
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umozliwiajg transkrypcje UpRoil. Czgsteczka ta zwieksza nastepnie ekspresje
antyrepresora Roi, co ostabia dziatanie represora Cl i sprzyja przejsciu faga z lizogenii
do cyklu litycznego.

UpRoil reguluje takze geny gospodarza. Jego nadekspresja zmieniafa ekspresje
ponad 200 genéw bakteryjnych, szczegdlnie zwigzanych z chemotaksjg i budowa wici.
Jako bezposredni cel zidentyfikowano mRNA genu flgL. Wigzanie UpRoil z tym
transkryptem, stabilizowane przez ProQ, korelowato ze wzrostem ekspresji flglL i
wiekszg ruchliwoscig bakterii. Moze to sprzyja¢ przemieszczaniu sie lizogennych

komdrek do srodowiska korzystnego dla namnazania faga.

Praca nr 4 zostata opublikowana w 2026 w zestawieniu Methods in Molecular
Microbiology cyklicznie publikowanym przez Springer Nature i zawiera opracowanie
metody badania oddziatywan sRNA-mRNA. Opracowano interdyscyplinarng
procedure analizy wigzania matych sRNA z docelowymi transkryptami. Metoda tgczy
test réznicowej migracji kompleksow RNA w zelu poliakrylamidowym z pomiarami
absorpcji promieniowania UV i spektroskopig dichroizmu kotowego. Takie podejscie

umozliwia ocene wystepowania, sity i stabilnosci oddziatywan sRNA-mRNA.

Podsumowujac, badania wykonane w ramach niniejszego projektu doktorskiego
dostarczyty nowych danych na temat roli bardzo matych RNA regulatorowych w
biologii bakteriofagdéw. Zidentyfikowano i scharakteryzowano dwie fagowe czgsteczki
SRNA o przeciwstawnym dziataniu: 24B_1, ktéra sprzyja utrzymaniu lizogenii, oraz
UpRoil, ktéra wspomaga przejscie faga ®24B do cyklu litycznego. Szczegdlne
znaczenie ma wykazanie, ze tak krétkie czgsteczki RNA mogg jednoczesnie regulowac
ekspresje gendéw fagowych i modyfikowa¢ funkcjonowanie komérki gospodarza,
wptywajgc m.in. na jej metabolizm energetyczny oraz ruchliwos¢. Oryginalnos¢ tych
badan polega nie tylko na funkcjonalnej charakterystyce pierwszego fagowego sRNA

o rozmiarze odpowiadajacym eukariotycznym mikroRNA, lecz takze na
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przedstawieniu dwéch przeciwstawnych mechanizméw regulacyjnych, ktore
wspolnie moga uczestniczy¢ w precyzyjnym wyborze Sciezki rozwojowej faga. Wyniki
wskazuja zatem, ze bardzo mate fagowe sRNA stanowig niedoceniane i
niedostatecznie poznane czynniki regulacji interakcji fag—gospodarz. Co bardzo
ciekawe, funkcjonalnie przypominajgcg mechanizmy wykorzystujgce mikroRNA u
wiruséw eukariotycznych. Przeprowadzone badania istotnie poszerzajg wiedzg o
regulacji cyklu zyciowego fagéw tagodnych i otwierajg nowy kierunek badai nad
znaczeniem krétkich RNA w biologii wirusdw prokariotycznych. Maja one rowniez
potencjalne znaczenie praktyczne: poznanie mechanizmoéw stabilizujgcych lizogenie
lub uruchamiajacych rozwdj lityczny fagéw Stx moze w przysztosci stworzy¢ podstawe
do opracowania strategii ograniczajacych indukcje profaga, a tym samym produkcje i
uwalnianie toksyny Shiga podczas zakazen STEC.

Do przedstawionej rozprawy wnosze nastepujgce pytania:

1. Prosze o zdefiniowanie celu rozprawy i przedstawienie hipotez badawczych,
ktére postawita sobie Doktorantka realizaujac swoj projekt doktorski

2. Prosze o rozwiniecie, zgodnie z najlepsza wiedza Doktorantki, jakie
mechanizmy molekularne mogg decydowaé o przeciwstawnym wplywie
czasteczek 24B_1 i UpRoil na wybdr miedzy lizogeniczng a lityczng sciezka
rozwoju faga ®24B?

3. Prosze o rozwiniecie zagadnienia dotyczacego poziomoéw 24B_1 i UpRoil - czy
nalezy rozumied, ze czastki te regulujg sie wzajemnie i tworzg wspdlny uktad
kontrolujacy cykl zyciowy faga?

4. Czyzdaniem Doktorantki te dwie czgsteczki to wyjatek, czy raczej,,czubek gory
lodowej” i nalezy sie spodziewaé, ze badany bakteriofag posiada ich wiecej?
Czego nalezy oczekiwa¢ w odlegtych ewolucyjnie bakteriofagach?

5. Chciatabym prosi¢ Doktorantke o zaproponowanie w jaki konkretnie sposéb
mozna bytoby wykorzysta¢ wyniki jej prac w nowych rozwigzaniach

medycznych, chronigcych chorych przed skutkami zakazen STEC?
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Podsumowanie

Po wnikliwej ocenie przedstawionej rozprawy stwierdzam, ze zakres
przeprowadzonych badan oraz uzyskane wyniki zdecydowanie spefniajg wymagania
stawiane rozprawom doktorskim, w tym warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r. poz. 1571z
pdzn.zm.). Przeprowadzone badania $wiadczg o dobrych kompetencjach Doktorantki
w zakresie pracy laboratoryjnej, jak i rozumowania naukowego. Stwierdzam, ze
Doktorantka zrealizowata interesujacy i innowacyjny projekt badawczy, wnoszacy
oryginalny wkiad do reprezentowane] dyscypliny. Rozprawa zostata napisana w
sposéb zrozumiaty i staranny. Spefnia ona wymagania stawiane rozprawom
doktorskim, dlatego wnosze do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie Pani Natalii Lewandowskiej do dalszych etapéw
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Whiosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej

Ze wzgledu na szeroki zakres przeprowadzonych badan, ich wysoki poziom naukowy,
istotne znaczenie i oryginalno$¢, a takze imponujacy dorobek publikacyjny zwigzany
z oceniang rozprawg, zwracam sie do Wysokiej Rady z wnioskiem o wyrdznienie
niniejszej rozprawy doktorskiej. Szczegétowo, wniosek powyzszy opieram na tym, ze
Doktorantka wykryta i wykazata wigzanie mRNA genu z czgsteczka sRNA 24B_1,
potwierdzita wigzanie sie biatka ProQ do kompleksu sSRNA-mRNA, a takze zbadata
wptyw UpRoil na wzrost bakterii i ruchliwos¢ oraz amplifikacje fagow, w tym w
procesie wymuszonej indukcji profaga, co pozwolito na pozyskanie unikalnych

obserwacji dotyczacych regulatorowych aspektéow badanych zjawisk.
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