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RECENZJA

Warszawa, dn. 23.06.2026 r.

rozprawy doktorskiej mgr Natalii Lewandowskiej

pt. ,,Rola malych, niekodujacych czasteczek RNA w regulacji rozwoju bakteriofaga

D24B oraz jego gospodarza, bakterii Escherichia coli produkujacej toksyne Shiga”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Natalii Lewandowskiej zostala
wykonana w Laboratorium Biologii i Biotechnologii Bakteriofagéw, w Katedrze Biologii
Molekularnej, Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem dr hab. Bozeny
Nejman-Faleficzyk, prof. UG oraz dr Sylwii Bloch, pelniacej funkcje promotora pomocniczego.

Tematyka rozprawy dotyczy niezwykle aktualnego i dynamicznie rozwijajacego sie obszaru

badan nad regulatorowymi sSRNA pochodzenia fagowego. Szczegdlne znaczenie podjetej

problematyki wynika z faktu, ze bakterie Escherichia coli STEC nalezg do najgrozniejszych
patogendw bakteryjnych czlowieka, a produkcja toksyny Shiga jest bezposrednio zwiazana z
obecnoscia bakteriofagéw Stx w genomie bakterii. Zrozumienie mechanizméw regulujacych

przetgczanie pomiedzy cyklem lizogenicznym i litycznym fagéw Stx ma zatem znaczenie

zarowno poznawcze, jak i potencjalnie aplikacyjne.



Rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie cyklu czterech publikacji
naukowych opublikowanych w latach 2023-2026, w tym trzech artykutéw opublikowanych w
czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation Reports (JCR) oraz jednego rozdzialu
metodycznego opublikowanego w renomowanej serii wydawniczej Methods in Molecular
Biology. Przedlozona do oceny rozprawa obejmuje ponadto streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, omowienie celu i wynikow badan, o$wiadczenia wspolautorow dotyczgce ich

udziatu w powstaniu poszczeg6lnych publikacji oraz wykaz osiagnie¢ naukowych Doktorantki.

W sktad rozprawy wehodza nastepujace publikacije:

1. Lewandowska, N., Bloch, S., Lukasiak, A.. Wesotowski, W., Wegrzyn, G., & Nejman-
Falenczyk, B. (2025). The role of bacteriophage-derived small RNA molecules in
bacterial and phage interactions. Viruses, 17(6), 834, (doi.org/10.3390/v17060834).

2. Bloch, S., Lewandowska, N., Zwolenkiewicz, J., Mach, P.. Pukasiak, A., Olejniczak,
M., Donaldson, L. W., Wegrzyn, G., & Nejman-Falenczyk, B. (2023). Bacteriophage-
encoded 24B_1 molecule resembles herpesviral microRNAs and plays a crucial role in
the development of both the virus and its host. Plos One, 18(12), 0296038,
(doi.org/10.1371/journal.pone.0296038).

3. Bloch, S., Lewandowska, N., Zwolenkiewicz-Nowak, J.. Mazur, M., Chylewska, A.,
Dabrowska, A. M., Musial, N., Czaplewska, P., Wesotowski, W., Lukasiak, A., Ferenc,
M., Pietrzycki, M., Weglinska, E., Mach, P., Wegrzyn, G., Olejniczak, M., & Nejman-
Falenczyk, B. (2026). UpRoil - the phage-derived microRNA-size non-coding RNA
molecule regulating both phage and its bacterial host development. Biochimica et
Biophysica  Acta. ~ Gene  Regulatory — Mechanisms,  1869(1), 195135,
(https://doi.org/10.1016/j.bbagrm.2026.195135).

4. Lewandowska, N.. Bloch, S.. Chylewska, A.. Dabrowska, A. M., Mazur, M.,
Zwolenkiewicz, J., Wesotowski, W., Lukasiak, A., Weglinska, E., Olejniczak, M.,
Wegrzyn, G., & Nejman-Falenczyk, B. (2026). Application of ultraviolet (UV) and
circular dichroism (CD) spectroscopies to study RNA-RNA interactions of regulatory
RNAs of bacteriophage origin. Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.), 3004,
123-136. (https://doi.org/10.1007/978-1-0716-5084-4_8).

Sumaryczny wspétezynnik oddziatywania (Impact Factor) czasopism, w ktérych
opublikowano prace wchodzace w skiad rozprawy, wynosi 9,5, natomiast ich faczna wartosé

punktowa wedlug obowiazujacego wykazu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego



wynosi 450 punktéw. Wszystkie publikacje maja charakter wieloautorski, co jest typowe dla
badan wymagajacych zastosowania zroznicowanych metod eksperymentalnych i
interdyscyplinarnego podejscia. Liczba wspotautorow poszczegolnych prac wynosi od 6 do 17
0s0b. Mgr Natalia Lewandowska jest pierwszym autorem publikacji przegladowej otwierajace;
cykl oraz wspolpierwszym (réwnorzednym) autorem trzech pozostatych publikacji,
przygotowanych wspoélnie z dr Sylwia Bloch, co $wiadezy o jej znaczacym wkladzie w

realizacj¢ przedstawionych badan i opracowanie uzyskanych wynikow.

Z oswiadczen ztozonych przez Doktorantke oraz wspotautorow wynika, ze mgr Natalia
Lewandowska miata znaczacy wkiad w powstanie prac wchodzacych w skfad rozprawy
doktorskiej. Jej udzial obejmowal planowanie i wykonanie znaczne] czesci badan
cksperymentalnych, analiz¢ i interpretacje uzyskanych wynikow, przeprowadzenie analiz
bioinformatycznych, a takze wspétudziat w przygotowaniu ostatecznych wersji manuskryptow,
W tym opracowaniu materiatu ilustracyjnego oraz przygotowywaniu odpowiedzi na uwagi
recenzentow. Na podstawie przedstawionych o$wiadczen mozna stwierdzié, ze spelnione
zostaly wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim przygotowywanym w formie cyklu

publikacji naukowych.

Nalezy réwniez podkresli¢, ze badania przedstawione w publikacjach stanowigcych
podstawe rozprawy byly finansowane ze srodkéw dwoch projektéw Narodowego Centrum
Nauki: projektu SONATA BIS 8, kierowanego przez dr hab. Bozeng Nejman-Falenczyk, prof.
UG, pelnigca funkcje opickuna naukowego Doktorantki, oraz projektu OPUS 15,

realizowanego pod kierownictwem prof. dr. hab. Grzegorza Wegrzyna.

Gléwnym celem rozprawy bylo poznanie roli matych regulatorowych RNA pochodzenia
fagowego w regulacji rozwoju bakteriofaga ®24B oraz jego gospodarza, patogennej bakterii E.
coli STEC. Tematyka ta wpisuje si¢ w jeden z najbardziej dynamicznie rozwijajacych sie
nurtéw wspotezesnej mikrobiologii molekularnej, koncentrujacy sie na poznawaniu nowych
mechanizméw regulacji ekspresji genéw. Szczegdlne znaczenie podjetych badan wynika z
faktu, ze dotycza one bakteriofaga ®24B, nalezacego do grupy fagéw przenoszacych geny
toksyny Shiga, odpowiedzialnej za wirulencje szczepéw E. coli powodujacych cigezkie
zakazenia u ludzi. W mojej ocenie najwazniejszym osiggnieciem rozprawy jest wykazanie, ze
bakteriofagi moga wykorzystywaé bardzo krétkie regulatorowe RNA, przypominajace
cukariotyczne mikroRNA, do kontrolowania zaréwno wlasnego cyklu zyciowego, jak i

procesow zachodzacych w koméree gospodarza. Szezegélnie wartosciowe sa wyniki dotyczace



czgsteczki 24B 1, ktéra stanowi pierwszy funkcjonalnie scharakteryzowany przyktad
fagowego RNA o rozmiarze zblizonym do mikroRNA. Badania wykazaly, ze czasteczka ta
wplywa na przebieg rozwoju bakteriofaga ®24B, promujac rozwdj lizogeniczny oraz
modulujgc ekspresj¢ licznych genow bakteryjnych. Uzyskane wyniki stanowig istotny wklad

do wiedzy dotyczacej regulacji ekspresji gendw przez sSRNA w uktadach prokariotycznych.

Na szczegOlne podkreslenie zastuguje rowniez identyfikacja i charakterystyka nowej
czgsteczki regulatorowej UpRoil. Odkrycie to znaczaco rozszerza dotychczasowa wiedze o
wystepowaniu 1 funkcjonowaniu sRNA pochodzenia fagowego. Przedstawione wyniki
wskazujg, ze UpRoil uczestniczy w regulacji rozwoju zarowno bakteriofaga, jak 1 jego
gospodarza, oddziatujac na ekspresje gendw zwigzanych z odpowiedzia komorki na stres oraz
procesami regulujacymi przejscie pomiedzy cyklem lizogenicznym i litycznym. Otrzymane
dane sugerujg, ze podobne czgsteczki mogg stanowié¢ wazny, dotychczas niedoceniany element

sieci regulacyjnych wystepujacych w ukltadach fag-bakteria.

Wysoko oceniam rowniez spojnos¢ koncepcji badawczej rozprawy. Pomimo ze zostala ona
przygotowana w formie cyklu publikacji, poszczegdlne prace nie stanowig zbioru niezaleznych
badan, lecz tworza logiczng i konsekwentnie rozwijana catos$¢. Rozprawa rozpoczyna si¢ od
krytycznego przegladu aktualnego stanu wiedzy na temat fagowych regulatorowych RNA,
nastepnie przedstawia szczeg6lowa analize¢ funkcjonalng czasteczki 24B_1, rozszerza badania
o identyfikacje kolejnego regulatora UpRoil, a konczy si¢ opracowaniem i prezentacja metod
umozliwiajgcych badanie oddzialywan RNA-RNA. Taka konstrukcja swiadczy o dojrzatosci
naukowej Doktorantki i umiejetnosci prowadzenia dlugofalowego, dobrze zaplanowanego

projektu badawczego.

Na uwage zashuguje takze szeroki zakres zastosowanych metod badawczych. Doktorantka
wykorzystata zaro6wno klasyczne metody mikrobiologiczne i genetyczne, jak rowniez
zaawansowane techniki biologii molekularnej, analizy transkryptomiczne oraz metody
biofizyczne stuzace do badania oddzialywan pomigdzy czgsteczkami RNA. Swiadezy to o
bardzo dobrym przygotowaniu warsztatowym oraz umiejetnosci integrowania danych

pochodzacych z roznych zrodet w celu formutowania spojnych wnioskéw biologicznych.

Nalezy réwniez podkresli¢ bogatg dzialalno$¢ naukowg mgr Natalii Lewandowskiej, ktéra
wyraznie wykracza poza wymagania stawiane uczestnikom szkol doktorskich. Dorobek

publikacyjny Doktorantki obejmuje jedenascie prac naukowych opublikowanych w latach



2021-2026, w tym artykuly oryginalne, prace przeglagdowe oraz publikacje metodyczne
ukazujace si¢ w renomowanych czasopismach miedzynarodowych, takich jak Biochimica et
Biophysica Acta— Gene Regulatory Mechanisms, Viruses, Journal of Applied Genetics, Nucleic
Acids Research, PLoS ONE, Plasmid czy Virology.

Doktorantka aktywnie prezentowata wyniki swoich badan na konferencjach naukowych o
zasiggu krajowym, zaréwno w formie wystapien ustnych, jak i licznych prezentacji
posterowych. O wysokiej jakosci prowadzonych badan swiadczy rowniez uzyskanie nagrody
za prezentacj¢ posterowa podczas VI Polskiego Kongresu Genetyki w 2022 roku. Ponadto mgr
Natalia Lewandowska odbyla specjalistyczne staze naukowe zaréwno w kraju, w Pracowni
Biochemii RNA Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, jak 1 za granicg tj. w
osrodku Synchrotron SOLEIL we Francji, gdzie miala mozliwo$é poszerzenia warsztatu

badawczego oraz nawigzania wspétpracy miedzynarodowe;j.

Warto réwniez podkregli¢ aktywny udzial Doktorantki w realizacji projektéw badawezych
finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, w tym projektéw SONATA BIS, OPUS oraz
SONATA, dotyczacych molekularnych mechanizméw regulacji rozwoju bakteriofagow i
funkcjonowania regulatorowych RNA. Udzial w kilku projektach badawczych potwierdza
wysokie kompetencje naukowe Doktorantki oraz jej istotng role w realizowanych

przedsi¢wzigciach badawczych.

Bogata dziatalno$¢ naukowa Doktorantki, obejmujaca dorobek publikacyjny, aktywnogé
konferencyjng oraz udziat w projektach badawczych, znajduje odzwierciedlenic w wysokiej
jakosci przedstawionej rozprawy doktorskiej. Praca zostata przygotowana bardzo starannie,
charakteryzuje si¢ wysokim poziomem merytorycznym, a uzyskane wyniki sa przekonujgce,
dobrze udokumentowane i wilasciwie zinterpretowane. Niemniej jednak kilka zagadnien
poruszonych w pracy wydaje si¢ szczegdlnie interesujacych i moze stanowicé punkt wyjscia do

dyskusji podczas publicznej obrony.

Interesujgcym  zagadnieniem wydaje sie ewolucyjne znaczenie wystepowania u
bakteriofagéw regulatorowych RNA wykazujacych podobiefistwo do eukariotycznych
mikroRNA. Czy podobienstwa te nalezy traktowaé jako rezultat niezaleznego wyksztalcenia
zblizonych mechanizméw regulacyjnych w toku ewolucii, czy tez moga one wskazywaé na
istnienie bardziej uniwersalnych zasad regulacji ekspresji genéw, wspdlnych dla organizméw

nalezgcych do réznych domen zycia?



Kolejng interesujaca kwestig jest molekularny mechanizm dziatania badanych regulatorow
sRNA. Rozprawa dostarcza przekonujacych dowodéw na wptyw sRNA 24B 1 i UpRoil na
rozwoj bakteriofaga oraz fizjologie komoérki gospodarza, a takze wskazuje szereg procesow
komorkowych podlegajacych ich regulacji. Czy na obecnym etapie badan mozna wskaza¢ jeden
dominujacy cel molekularny odpowiedzialny za obserwowany efekt biologiczny, czy raczej
mamy do czynienia z regulacjg sieciowa, wynikajaca z jednoczesnego oddzialywania na wiele
transkryptow? Innymi stowy, czy zmiana poziomu ekspresji pojedynczego genu bylaby
wystarczajaca do odtworzenia obserwowanego fenotypu, czy tez efekt ten jest wynikiem

skoordynowanego oddziatywania regulatora na wiele réznych celow molekularnych?

Ostatnie pytanie ma charakter bardziej aplikacyjny. Jednym z najwazniejszych probleméw
zwigzanych z zakazeniami wywotywanymi przez szczepy E. coli STEC jest produkcja toksyny
Shiga, ktorej ekspresja jest bezposrednio zwigzana z aktywnoscia fagow Stx. Wyniki
przedstawione w rozprawie wskazuja, ze SRNA pochodzenia fagowego mogg wplywaé na
przebieg rozwoju bakteriofaga oraz utrzymanie stanu lizogenii. W zwiazku z tym interesujace
byloby poznanie opinii Doktorantki, czy w przyszlosci mozliwe byloby wykorzystanie tego
typu regulatoréw lub wiedzy o mechanizmach ich dziatania do opracowania nowych strategii
ograniczania produkcji toksyny Shiga. Czy modulowanie aktywnosci takich czgsteczek
mogtoby stanowi¢ podstawe nowych metod kontroli ekspresji genow toksyny lub ograniczania

indukcji profaga w komérkach bakteryjnych?

Chcialabym podkresli¢, ze powyzsze pytania wynikaja z duzej wartosci poznawczej
przedstawionych badan i maja na celu rozwinigcie dyskusji naukowej nad niezwykle

interesujgcymi zagadnieniami poruszonymi przez Doktorantke.

Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Natalii Lewandowskie;j
stanowi oryginalne rozwigzanie waznego problemu naukowego z zakresu mikrobiologii
molekularnej 1 biologii bakteriofagéw. Uzyskane wyniki maja wysokg warto$¢ poznawcza,
zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych i $wiadczg o bardzo dobrym

przygotowaniu Doktorantki do samodzielnej pracy badawczej.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Natalii Lewandowskiej spelnia wymagania
okreslone w art. 187 ust. 112 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym

1 nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z pozn. zm.). W zwiazku z powyzszym wnosze o dopuszczenie



Pani mgr Natalii Lewandowskiej do dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania stopnia

doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Biorac pod uwage wysoki poziom naukowy rozprawy, oryginalnos¢ uzyskanych
wynikéw, ich znaczenie dla rozwoju wiedzy w zakresie biologii bakteriofagéw oraz znaczacy
dorobek naukowy Doktorantki, zwracam si¢ rowniez do Wysokiej Rady z wnioskiem o

rozwazenie wyroznienia rozprawy doktorskiej mgr Natalii Lewandowskiej.
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