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Recenzja pracy doktorskiej mgr Grzegorza Marka Cecha
pt. ,, Wplyw delecji genu hifgq bakterii Escherichia coli na regulacje replikacji DNA
oraz na rozwoj bakteriofaga Plvir”

Praca doktorska mgr Grzegorza Marka Cecha zostata zrealizowana w Katedrze
Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Agnieszki
Szalewskiej - Palasz. Praca ma posta¢ obszernej (170 stron), bardzo starannie przygotowane;j
monografii, opracowanej w spos6b typowy dla prac doswiadczalnych w dziedzinie nauk
biologicznych. W jednostronicowym Streszczeniu pracy, napisanym w jezyku polskim i
angielskim, Doktorat bardzo dobrze uzasadnil wybér tematu i obiektu badad oraz
sformutowane cele poznawcze, nastepnie wskazal nowoczesne techniki i metody badawcze,
ktore zastosowal dla realizacji nakreslonych celéw badawczych, a w ostatnim,
dwuzdaniowym akapicie bardzo umiejetnie podsumowat wszystkie uzyskane wyniki
stwierdzajgc, cyt. ,, Otrzymane wyniki wskazujg, iz biatko Hfg moze braé udzial w regulacyi
procesu replikacji DNA wielu replikonéw, choé¢ pelny, zlozony mechanizm jego dzialania
pozostaje nie do konica poznany. Dodatkowo stwierdzono, iz bialtko Hfg pelni istotng,
globalng  rolg w prawidlowym rozwoju bakteriofuga Plvir, poprzez modulacje wielu
procesow w komorce gospodarza, jak i mechanizméw regulujgcych rozwdj bakteriofaga”.

Recenzent po przeczytaniu Streszczenia mial ulatwione zadanie, bowiem szczegolowe
wyniki, uzyskane na kolejnych etapach pracy doktorskiej, ocenial w swietle wyzej
cytowanego, autorskiego podsumowania.

Tresci czgsci teoretycznej pracy (Wstgpu) zostaly $cisle podporzadkowane tematowi
i celom pracy. W pierwszym z trzech podrozdzialéw, mgr Grzegorz Marek Cech bardzo
dogl¢bnie omawia budowe, struktur¢ oraz znane i nowo odkrywane funkcje biologiczne
biatka Hfq oraz innych biatek bakteryjnej chromatyny, w drugim podrozdziale przedstawia
bardzo zlozone mechanizmy regulacji replikacji DNA chromosomu E. coli oraz réznych
plazmidéw bakterii, wraz z zaangazowaniem w te procesy kluczowych biatek, w trzecim zas
podrozdziale charakteryzuje whasciwosci biologiczne oraz strategie rozwojowe i ewolucyjne
modelowego bakteriofaga P1vir.

Wyrazam w tym miejscu uznanie dla wiedzy mgr Grzegorza Marka Cecha w dziedzinie
genelyki i biologii molekularnej bakterii, plazmidéw i bakteriofagéw. Czesé feorefyczna pracy
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zostata opracowana z duzym znawstwem, w oparciu o bardzo obficie cytowane prace oraz
monogrdfie literatury Swiatowej, w tym w bardzo duzej czesci o prace opublikowane w
ostatnich 5-10 latach. Mysle, ze warto byloby rozwazyé opublikowanie np. w Postepach
Mikrobiologii tresci chociazby pierwszego podrozdziatu, w ktérym opisano wiele nowych
danych i informacji o budowie i funkcjach biologicznych bialek wigzgcych sie z DNA i RNA,
ich zaangazowania w regulacje proceséw komorkowych na poziomie DNA i RNA, jak tez na
poziomie globalnej organizacji i regulacji aktywnosci bakteryjnej chromatyny i nukleoidu.

Jako redaktor naczelny nowego czasopisma Journal oh Health Study and Medicine,
wydawanego przez Instytut Nauk o Zdrowiu, Spolecznej Akademii Nauk w Lodzi, a takze
popularyzator osiggnigé¢ nauk biologicznych i medycznych - chcialbym bardzo pigknie
poprosi¢ Pana mgr Grzegorza Marka Cecha i Panig Promotor, prof. dr hab. Agnieszke
Szalewskq ~ Palasz, o napisanie dla studentéw réznych kierunkéw biologii i zdrowia
publicznego artykutu popularno - naukowego pt. , Modelowy bakteriofug P1". Podobaloby
mi sig przestanie takiego artykulu, ktore odnalazlem na 50 stromie ocenianej pracy
doktorskiej, cyt. , Bardzo wiele zagadnienr biologii i genetyki bakteriofaga Pl zostalo
opisanych w czasie ponad pot wieku badan, lgcznie z opublikowanym w 2004 roku genomem
tego faga (Lobocka i wsp., 2004). Mimo to, bakteriofag P1 jest ciggle interesujgcym obiektem
badawczym oraz modelem wielu procesow, w tym replikacji DNA”.

Jestem pod duzym wrazeniem mozliwosci warsztatowych, jakie sg dostepne obecnie
dla Studentéw i Doktorantow, realizujacych cele prac magisterskich i doktorskich w Katedrze
Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego.  Zastosowane w ocenianej pracy
doktorskiej analizy fenomiczne, z wykorzystaniem mikromacierzy fenotypowych, obejmujace
10 plytek metabolicznych i 10 plytek wrazliwosci na rézne substancje, zostaly, co prawda,
wykonane rzez firme Biolog. Inc. Hayward, USA, ale wizualizacja ogromnej liczby danych
oraz interpretacja biologiczna uzyskanych profili fenotypopwych zostala wykonana przez
Doktoranta. Analiza transkryptomiczna, na etapie izolacji RNA, jego oczyszczenia,
Jakosciowej 1 ilosciowej oceny otrzymanych preparatow, zostaly przeprowadzone
samodzielnie przez Doktoranta, ale konstrukcja bibliotek do sekwencjonowania RNA, a takze
sekwencjonowanie nowej generacji na platformie Ilumina (typu Paired-End) zostalo
przeprowadzone w University of Alabama et Birmingham, USA, a wstepna analiza
bioinformatyczna danych z sekwencjonowania zostala wykonana orzez firme Ideas4 Biology
Sp. z 0. o (Polska). Podkresli¢ jednak nalezy, ze analiza bioinformatyczna, obejmujgca
interpretacje biologiczng zbioréw genoéw, za pomoca adnotacji funkcjonalnych, w tym analiza
terminéw ontologii genowych, zostala wykonana samodzielnie przez Doktoranta. Badania
wplywu delecji genu Afg na kinetyke replikacji chromosomu bakterii oraz plazmidéow z oriC,
origin pMBI1, origin pl5A , przeprowadzono, odpowiednio, poprzez pomiar weielania do
DNA radioaktywnego prekursora oraz fluorymetryczny pomiar ilosci syntetyzowanego
plazmidowego DNA. Doda¢ nalezy w tym miejscu, ze Doktorant biegle opanowal
specjalistyczne, metody i techniki mikrobiologiczne, molekularne i genetyczne, stosowane w
analizie cyklow rozwojowych bakteriofagéw, w molekularnych badaniach plazmidéw bakterii
oraz w mikroskopowej analizie morfologii wiriondw.

Komentowany wyzej bardzo nowoczesny warsztat badawczy, wdrozony z duzym
powodzeniem przez mgr Grzegorza Marka Cecha do realizacji postawionych celéw Jego
pracy doktorskiej, utwierdza mnie w przekonaniu, ze udokumentowane i opisane w
monografii wyniki sq w pelni wiarygodne.
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Przystepujac do oceny uzyskanych rezultatéw, opisanych w monografii doktorskie;
mgr Grzegorza Marka Cecha, musze przyznaé, Ze nie jestem w stanie oceni¢ wszystkich
rezultatéw pracy, ladnie udokumentowanych i krok po kroku opisanych w rozdziale Wyniki, a
nastepnie z duzym znawstwem, niekiedy nawet zbyt drobiazgowo dyskutowanych na tle
danych literatury $wiatowej.

Sposéb opracowania rozdzialu Wyniki i styl napisanego rozdziatu Dyskusja dowodzg,
po pierwsze, ze mgr Grzegorz Marek Cech posiada ugruntowang wiedz¢ na temat bardzo
ztozonych mechanizméw i proceséw biologii molekularnej i genetyki bakterii, a takze na
temat plazmidoéw bakteryjnych oraz bakteriofagow. Po drugie, wskazujg, ze potrafi nie tylko
umiejetnie, logicznie interpretowaé wlasne wyniki, ale takze formulowaé uprawnione hipotezy
badawcze.

Za wazne rezultaty, opisane w podrozdziale 4.1, uznaj¢ wyniki analizy fenomicznej
mutanta Ahfg 1 szczepu dzikiego z uzyciem mikrmacierzy fenotypowych w postaci 1920
indywidualnych testéw fenotypowych odpowiedzi metabolicznej, to jest wykorzystania
réznych zrédel wegla, fosforu i siarki oraz wrazliwosci na rézne zwigzki chemiczne. MyfSle,
ze najwazniejsze wyniki z tej analizy sa zaprezentowane na rys. 15 (str. 74). Okazalo si¢
bowiem, ze utrata zdolnosci syntezy biatka Hfg czyni komérki mutanta bardzo wrazliwymi na
zwigzki chemiczne interferujace z DNA, w tym zwigzki uszkadzajace DNA oraz interkalujgce
z DNA, a takze na analogii kwasow nukleinowych i inhibitory syntezy DNA. Postawiono
wigc uzasadnione pytanie, czy wigksza wrazliwo$¢ mutanta na wyzej wymienione substancje
jest skorelowana z ekspresja genéw zwiazanych z metabolizmem DNA. Wyniki analizy
transkryptoméw mutanta Akfg wobec szczepu dzikiego, przedstawione narys.: 16 Ai B, 17
i 18. dowodza, ze udalo si¢ zidentyfikowa¢ ponad 50 genéw o zmienionej ekspresji,
zwiazanych z szeroko pojetym metabolizmem DNA. Co prawda, dla wigkszosci
zidentyfikowanych genéw zmiany przyjmuja niskie wartosci (z przedziatu 1,1 do 2,0, czyli
110 -200%), ale w przypadku kilku gendéw zaobserwowano zmiang ekspresji nawet wyzszg
niz dwukrotna. Dalsza bioinformatyczna analiza wzbogacenia terminéw ontologii genowych
(ang. enrichment analysis) pozwolita na adnotacj¢ funkcjonalng 15 genéw o zmienione]
ekspresiji (tabela 4). Geny te zaangazowane sa w procesy zwigzane z replikacjg, rekombinacjg
oraz naprawg bledéw i uszkodzen DNA.

Mysle, ze wskazanie, iz biatko Hfg kontroluje w sposéb bezposredni lub posredni tak
wiele i tak waznych gendéw dla Zycia i rozwoju komdrki bakteryjnej - jest znacznym
osiggnieciem naukowym, otwierajgcym droge do poznania molekularnego mechanizmu tej
regulacyi.

Wyniki drugiego podrozdziatu (4.2) dotycza wplywu delecji genu Afg na proces
replikacji DNA chromosomu i plazmidéw noszacych rézne ori, na wydajnos¢ transformacji
oraz na wydajno$¢ syntezy DNA. Jest to z jednej strony kontynuacja, z drugiej zas
rozszerzenie badan, dotyczacych wplywu deficytu biatka Hfq na kinetyke replikacji
plazmidéw, ktérych wyniki Doktorant opisal w pracy opublikowanej w 2014 roku w
czasopi$émie Plasmid.  Przyznam, ze po uwaznej analizie wszystkich wynikow i
przestudiowaniu ich interpretacji, dokonanej przez Doktoranta - trudno mi jest ocenié
jednoznacznie ich warto$é naukowo-poznawcza, aczkolwiek doceniam wkiad pracy wiozony
w te badania. Ten wplyw jest bardziej lub mniej wyrazny, w zaleznosci od modelu badan
(rodzaju ori), warunkéw hodowli i fazy wzrostu. Wyniki wydajnosci/kinetyki syntezy DNA
dla badanych plazmidéw, przedstawione na rys. 21-26, obrazujg jednak pewng generalng
tendencje. Stad, uwazam, ze wniosek koncowy sformutowany na stronie 129 monografii, jako
podsumowanie wszystkich wynikéw opisanych w rozdziale 4.2, znajduje w $wietle tych
wynikéw generalne uzasadnienie w sformutowaniu Doktoranta, cyt. ,.Synfeza
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chromosomalnego DNA, jak rowniez DNA wielu plazmidow (w tym tych éawierajqcych
origin: oriC, ColEI-podobnych, pSCI101, PI) jest efektywniejsza w komorkach mutanta Ahfyg
w poréwnaniu do szczepu typu dzikiego).

Zgadzam sie z Doktorantem, ze wazinym elementem mozliwego mechanizmu
zaangazowania biatka Hfg w proces replikacji moze byc¢ jego funkcja jako regulatora
kondensacji chromatyny bakteryjnej. Mozna zatem dommiemywac, ze brak lub deficyt w
komdrce tego biatka rozluznia chromatyng, a stgd nici DNA stajq si¢ bardziej dostepna dla
kompleksu replikacyjnego. Sqdze, ze obecnie tq interesujgcq hipoteze byloby chyba dosé¢
latwo  zweryfikowaé poprzez wykorzystanie techniki mikroskopii elektronowej oraz
fluorescencynej mikroskopii przeplywowej w czasie rzeczywistym.

7 duzym zainteresowaniem przestudiowalem rezultaty przedstawione w rozdziale 4.3
monografii doktorskiej mgr Grzegorza Marka Cecha, w szczegodlnosei za$ dotyczace analizy
zmian w obrebie transkryptoméw w dynamicznym ukltadzie gospodarz - wirus. Bardzo dobrze
zaplanowane doswiadczenia, przeprowadzone w czasie infekcji, odpowiednio, mutanta Akfg
oraz szczepu typu dzikiego E. coli, zainfekowanego bakteriofagiem Plvir. Stwierdzam, ze
sformulowane przez Doktoranta wnioski koficowe na 130 monografii, jako autorskie
podsumowanie wszystkich wynikéw opisanych w tym rozdziale, maja w moim przekonaniu
pelne uzasadnienie, w $wietle szczegdtowych wynikéw, graficznie przedstawionych na
rysunkach od 28 do 31 oraz w tabeli 5.

Po uwaznym przestudiowaniu tej czesci pracy doktorskiej mgr Grzegorza Marka
Cecha nie mam watpliwosci, iz brak w komorce bakterii funkcjonalnego bialka Hig, w
sposOb istotny zmienia dynamike ukladu wirus-gospodarz. Wyniki te jednoznacznie
wskazuja, ze bakteriofag P1vir w komoérkach mutanta Afq namnaza si¢ mniej wydajnie w
komorkach szczepu dzikiego niz w szczepie wyjsciowym, ale co bardzo ciekawe, w
komorkach typu dzikiego, w przeciwienstwie do mutanta Afq, w czasie przebiegu cyklu
litycznego, prowadzi sukcesywnie do wylaczana coraz wigksze] liczby gendw,
odpowiedzialnych za wazne procesy komérkowe i molekularne. Wazne, nowe spostrzezenia
dotycza takze mian w poziomie ekspresji genéw fagowych. Zdecydowana wigkszos¢ genow
fagowych, w czasie przebiegu infekcji w mutancie Afg, charakteryzowala si¢ obnizong
wartoscig ekspresji, w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Zaledwie kilka z genéw fagowych
ujawnilo nieznacznie podwyzszong ekspresje (o 10-20%) w analizowanym okresie czasu
cyklu litycznego. Zaobserwowane zmiany w ekspresji niektérych gendw, potencjalnie
zwigzanych z morfogeneza wiriondéw, nie znalazly odzwierciedlenia w postaci istotnych
réznic morfologicznych analizowanych wiriondw, tworzonych w czasie rozwoju bakteriofaga
P1vir w komérkach mutanta Afq oraz w szczepie typu dzikiego.

Zgadzam sie¢ wiec z koncowym, bardzo generalnym wnioskiem, sformulowanym
przez mgr Grzegorza Marka Cecha na stronie 130 monografii cyt:

»Biatko Hfq pelni istotng rolg w prawidlowym rozwoju bakteriofaga P1vir”.

Doktorant przyznaje jednak skromnie, ze dyskutowany ,mechanizm dzialania
pozostaje nadal nieznany”. Stawia tez uprawniong, poparta W znacznej mierze wlasnymi
do$wiadczeniami i wynikami hipoteze, ze ,,mechanizm ten ma charakter regulacji globainej”,
a nastepnie logicznie uzasadnia to stwierdzenie - ,poniewaz bialko Hfq moduluje wiele
proceséw zaréwno w komcorce gospodarza, jak tez wplywa na rozwdj infekujgcego jg
bakteriofaga™.



W zakonczeniu mojej oceny calej pracy doktorskiej pragng wyrézni¢ skonstruowany
przez Doktoranta schemat dziatania biatka Hfq w procesie regulacji replikacji DNA (rys.33)
obejmujacy: oddzialywania posrednie zwigzane z ryboregulacja oraz procesy zwigzane z
DNA, to jest organizacja nukleoidu oraz regulacja replikacji DNA. Schemat ten, bardzo
zrecznie uzupelniony schematem wigzania si¢ bialka z DNA i zdjeciami autorstwa dr
Christopha Lavella, dobrze ilustruje ogromna zlozono$¢ tych interakcji, zachodzacych na
bardzo wielu poziomach proceséw molekularnych i komérkowych bakterii.

Whioski koncowe

W oparciu o dokonang analizg poznawczych tresci naukowych pracy doktorskiej
mgr Grzegorza Marka Cecha, opracowanej w postaci autorskiej monografii, a takie na
podstawie wlasnej wiedzy na temat kierunkow poszukiwan naukowych w dziedzinie biologii
molekularnej i genetyki bakterii, realizowanych konsekwentnie od lat, 7 bardzo duiym
powodzeniem w Katedrze Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdariskiego stwierdzam, Ze
oceniana praca doktorska mgr Grzegorza Marka Cecha spelnia wszystkie wymogi Ustawy z
dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki, stawiane kandydatom ubiegajgcym sig o stopieri doktora w dziedzinie nauk
biologicznych. Stgd, z pelnym, naukowym przekonaniem wnosze do Wysokiej Rady
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdariskiego o dopuszczenie Pana mgr Grzegorza Marka
Cecha do kolejnych etapow przewodu doktorskiego.

W moim osobistym, subiektywnym uznaniu, dla wartosci poznawczej wynikow
opisanych w ocenianej pracy doktorskiej, a w tym wynikow jui opublikowanych w 2014
roku w postaci pracy doswiadczalnej w czasopismie Plasmids, w ktdrej mgr Grzegorz Marek
Cech jest pierwszym autorem, a takZe w oparciu o informacje uzyskang od Pani Promotor,
prof. dr hab. Agnieszki Szalewskiej, ze wazne, w znacznej czesci nowe, oryginalne wyniki,
dyskutowane przez recenzenta w ocenianej pracy doktorskiej, sq na koricowym etapie
przygotowania kolejnej pracy do druku - wnosze do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii
Uniwersytetu Gdariskiego o stosowne wyrdinienie tej bardzo dobrej pracy doktorskiej,
zrealizowanej z wykorzystaniem bardzo nowoczesnych , narzedzi badawczych”.




