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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ MGR BOZENY NEJMAN-FALENCZYK
,Kontrola replikacji fagéw lambdoidalnych niosacych geny toksyn Shiga w S$wietle
potencjalnych nowych metod ich wykrywania i terapii zakazen enterokrwotocznymi

szczepami Escherichia coli”

Rozprawa doktorska Pani Bozeny Nejman—Falenczyk zostala wykonana w ramach
studiow doktoranckich w Katedrze Biologii Molekularnej Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Gdanskiego pod kierunkiem Pana Profesora Grzegorza Wegrzyna. Praca mocno wpisuje si¢ W
nurt badan realizowanych w Katedrze zwiazanych od lat mocno z biologig wirusow
bakteryjnych. Oceniana rozprawa posiada duzy potencjal zasosowan praktycznych, co czyni
ja bardzo istotna z punktu widzenia biotechnologii. Zasadniczym celem przedstawionej
rozprawy bylo poznanie mechanizmu regulacji replikacji DNA bakteriofagéw niosacych geny
stx i wskazanie na mozliwosci aplikacyjne uzyskanej konstrukcji. Temat pracy doktorskie]
jest aktualny i wazny, poniewaz zwigzany jest mocno z ubiegloroczna epidemia w Europie,
spowodowang przez bakterie Escherichia coli STEC, podczas ktérej odnotowano 4075
zachorowan, w wyniku czego zmarto 50 osob. Niestety, jeszcze niewiele wiadomo o rozwoju
bakteriofagéw niosacych geny toksyn Shiga. Podstawa dla zrozumienia biologii tych fagow
jak dotychczas byla znajomo$¢ proceséw zachodzacych podczas rozwoju faga 2., najbardziej
znanego od lat przedstawiciela fagéw lambdoidalnych. Mimo podobiefistw w budowie 1
funkcji pomiedzy fagami lambdoidalnymi niosacymi geny toksyn Shiga a fagiem A,
szczegdtowe mechanizmy molekularne regulujace rozw6j tych pierwszych nie sg jeszcze
dostatecznie poznane. Szczegdlnie ma to znaczenie dla produkcji toksyn przez szczepy E.
coli STEC w czasie bytowania w specyficznych warunkach panujacych w swietle ludzkiego
jelita. Konieczne sa zatem dalsze intensywne badania nad tymi mechanizmami, ktére w
ostateczno$ci powinny pozwoli¢ nam pozna¢ sposoby zapobiegania skutkom infekeji
szczepami STEC lub efektywnego leczenia. Zatem zaproponowany temat pracy doktorskiej

dotyczacy poglebienia wiedzy na temat entrokrwotocznych szczepéw E. coli jest bardzo




aktualny i niezmiernie wazny zaréwno w biologii molekularnej patogenéw bakteryjnych jak i
medycynie i epidemiologii.

W skiad prezentowanej pracy doktorskiej wchodza trzy prace eksperymentalne
wspotautorskie, w ktérych Pani mgr Nejman-Falenczyk jest pierwszym autorem. Wszystkie
publikacje zostaly wydane w czasopismach z tzw. listy filadelfijskiej, tj. Journal of Molecular
Microbiology and Biotechnology, Microbiology oraz Foodborne pathogens and Desease.
Kazde z tych czasopism posiada obecnie stosunkowo wysoka wartos¢ ,,Impact Factor™, ktory
zawarty jest w zakresie od 2,1 do 2,96. Kazda z przedstawionych prac oryginalnych jest
zwiazana ze skonstruowanymi przez doktorantk¢ plazmidami pochodzacymi od
bakteriofagéw lambdoidalnych niosacych geny stx (1 i 2), kodujace toksyny Shiga. Okazato
sie, ze toksyny Shiga produkowane przez szczepy bakteryjne typu STEC sg glownym
czynnikiem wirulencji enterokrwotocznych szczepow E. coli. Naturalnym zrodlem niosacym
geny odpowiedzialne za produkcje tych toksyn sa wiasnie bakteriofagi lambdoidalne blisko
spokrewnione z bakteriofagiem A, bytujace w komorce bakteryjnej w postaci profaga. Po
indukcji profaga i rozpoczeciu cyklu litycznego nastgpuje masowa produkcja toksyn Shiga i
ich uwolnienie po lizie komérki wskutek dziatalnosci bakteriofaga. Wycigcie DNA fagowego
z chromosomu bakteryjnego i ekspresja genéw kodujacych biatka bakteriofaga prowadzi w
rezultacie do syntezy toksyn i ich uwolnienia z komorki bakteryjnej na skutek lizy. Toksyny
atakuja komorki nablonkowe, co prowadzi w efekcie do ich zniszczenia i krwawej biegunki.
Istotnym celem ocenianej pracy bylo bylo przede wszystkim poznanie mechanizmow
replikacji bakteriofagéw zdolnych do produkcji toksyn Shiga, co jak wykazata doktorantka
ma kolosalne znaczenie dla poziomu patogennosci bakterii, chociazby ze wzgledu na liczbg
kopi genéw kodujacych toksyny. W zwiazku z powyzszym skonstruowano jako modele
badawcze lambdoidalne plazmidy replikacyjne analogiczne do plazmidu lambda. Plazmidy te
z wysoka czestoscia transformowaly szczepy E. coli i byly stabilne w komorkach
bakteryjnych. Wyniki tego etapu pracy zostaty szczegélowo opisane w swietnej publikacji w
J. Mol. Microbiol. Biotechnol., ktora stala si¢ praca wyjsciowa dla tej rozprawy doktorskiej.
W pracy tej zawarto takze cenne wyniki charakteryzujace wiasciwosdci otrzymanych
konstrukeji. Okazato sie, ze replikacja analizowanych plazmidéw lambdoidalnych zalezy od
funkcji kodowanych w w genomie gospodarza bialek szoku cieplnego Dna K, Dnal i GrpE
(podobnie jak w plazmidzie %), ale wykazano zdolnos¢ do replikacji bez udziatu biatka DnaA.
Przyczyna tej réznicy moze by¢ roznica w sekwencji genéw kodujacych kodujacych biatka
replikacyjne bakteriofaga. Kolejne badania doktorantki dotyczyly wyjasniania roznic na
poziomie regulacji transkrypcji zwiazanego z funkcja biatka DksA, ktére jak wykazuja
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wyniki, jest jednym z gléwnych regulatoréw transkrypcji podczas odpowiedzi bakterii na
warunki glodowe. Okazalo sig, ze podczas glodzenia aminokwasowego ze wzglgdu na niski
poziom transkrypcji nie zachodzi efektywna aktywacja transkrypcyjna ori, co wyklucza
replikacje DNA bakteriofaga. Te obserwacje zostaly opublikowane w kolejnej pracy
oryginalnej w Microbiology. Nic wiec dziwnego, Ze nastgpna praca oryginalna, opublikowana
w tym razem w Foodborne Pathogens and Desease, zawierala wyniki kontynuujace
dotychczasowe osiagniecia. Doktorantka wykazata, iz wyniki uzyskane na skonstruowanych
modelach plazmidowych potwierdzaja si¢ w przypadku rozwoju bakteriofaga. Wykazano
takze, ze cytrynian sodu hamuje rozwoj bakteriofaga, a dodatek glukozy moze odwracac ten
proces. Te ciekawe spostrzezenia maja znaczenie aplikacyjne, bo pozwalajg na podjecie
strategicznej decyzji o sposobie postepowania podczas przebiegu choroby. Wyniki
jednoznacznie wskazuja na fakt, iz w przypadku zakazenia bakteriami STEC wskazane jest
przeglodzenie pacjenta, a to przede wszystkim ze wzgledu na whasciwosci biatka DksA.

Cel pracy doktorskiej, tj. poznanie mechanizmu regulacji replikacji DNA fagow
niosacych geny stx w odpowiedzi na rozne czynniki wplywajace na ten proces zostal w pelni
zrealizowany. Praca ma charakter zarobwno naukowy jak i aplikacyjny. Praca doktorska, w
ktorej sktad wchodza trzy wspomniane publikacje obarczona zostata krotkim wstgpem w
jezyku angielskim i polskim, opisujacym przdstawione publikacje i sprawnie laczacym
uzyskane w nich wyniki. Odrebnym elementem rozprawy sa oswiadczenia wspotautorow
publikacji, wérod ktérych w kazdym przypadku jest Pani mgr Nejman-Falenczyk. Jej udziat
we wszystkich pracach polegal na wykonaniu wigkszosci doswiadczen opisywanych w
publikacjach, a takze ich wspolnym planowaniu doswiadczen oraz przygotowaniu
manuskryptow. Szczegdlowa analiza eksperymentéw realizowanych przez doktorantke w
ramach rozprawy doktorskiej widzianych w perspektywie przedstawionych prac oryginalnych
pozwala z cala pewnoscia na stwierdzenie, iz rzeczywiscie jest ona gldwnym wykonawca
przedstawionych publikacji, a publikacje te moga tworzy¢ cykl prac oryginalnych
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskie;.

Do najwiekszych osiagnig¢ rozprawy wsroéd licznie przedstawionych wynikow w
publikacjach oryginalnych nalezy zaliczy¢ udane przygotowanie warsztatu badawczego w
postaci uzyskanych konstrukcji genetycznych oraz ocena i wyjasnienie mechanizméw regulacji
na poziomie transkrypcji fagéw lambdoidalnych. Zaprojektowanie i uzyskanie zréznicowanych
konstrukcji plazmidowych oraz ich pelna charakterystyka biologiczna wymagata dobre;
organizacji pracy oraz duzej pracowitosci, albowiem liczba eksperymentow i liczba wynikow

uzyskanych w rozprawie doktorskiej znacznie wykracza poza przecigtna.




Z cala pewnoscia rozprawa doktorska Pani mgr Nejman — Falenczyk daje podstawg do
dalszej pracy nad mechanizmami molekularnymi patogenezy wywolywanej przez szczepy
chorobotwéreze Escherichia coli typu STEC. Doktorantka nie rozwaza o perspektywach
dalszych badan bedacych kontynuacja wynikéw osiagnietych w ramach rozprawy, nie
dyskutuje takze o ewentualnych kolejnych eksperymentach prowadzacych do mozliwosci
opanowania problemu STEC na $wiecie, bo w ramach obecnej formy rozpraw doktorskich
nie ma miejsca na takie rozwazania. Chciatbym jednak poznac jej opini¢ na ten temat podczas
obrony pracy.

Biorac wszystko powyzsze pod uwage uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Bozeny
Nejman-Falenczyk spetnia wymagania stawiane wspolczesnym pracom doktorskim i wnoszg
do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o przyjecie tej rozprawy i
dopuszczenie doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Biorac pod uwage
wysoki poziom naukowy opublikowanych prac i ogrom pracy wniesiony przez doktorantke

wnioskuje 0 wyréznienie rozprawy.

Warszawa, 8. 05. 2012.




