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Ocena pracy doktorskiej mgr Dariusza Nowickiego ,,Molekularne mechanizmy

kontroli rozwoju bakteriofagéw lambdoidalnych kodujacych toksyny Shiga”.

Bakteriofagi, czyli wirusy bakteryjne, to najliczniej reprezentowane organizmy w
biosferze. Od prawie 100 lat z bakteriofagami wigzane sa nadzieje na ich skuteczne
wykorzystanie w zwalczaniu infekcji bakteryjnych, co wydawato si¢ szczegdlnie wazne w erze
przedantybiotykowej oraz obecnie, gdy w wielu zakazeniach zaczynaja dominowaé szczepy
bakteryjne oporne na wiekszo$¢, lub wszystkie stosowane dzisiaj antybiotyki. Z drugiej strony
bakteriofagi to wazny element zmienno$ci mikroorganizméw zwigzany nie tylko z
horyzontalnym transferem genéw ale takze z reorganizacja materialu genetycznego gospodarza.
Niektore bakteriofagi, w tym badane przez Doktoranta fagi Stx, pelnig niezwykle wazng funkcje
w patogennosci mikroorganizméw, a poznanie mechanizmow molekularnych zwigzanych z ich
cyklem litycznym czy lizogenicznym, a szczegélnie z regulacja tych procesow, jest niezwykle
wazne dla zrozumienia wirulencji ich gospodarzy. Znaczace sukcesy w zrozumieniu roli fagow
Stx w wirulencji enterokrwotocznych szczepow E. coli sa prezentowane w postaci doskonatych
publikacji przez macierzysta jednostke Doktoranta, w tym przez Panig promotor prof. dr hab.
Agnieszke Szalewska Patasz.

Przedstawiona do recenzji praca stanowi zbior bardzo spdjnych tematycznie, czterech
prac eksperymentalnych opublikowanych w uznanych czasopismach mikrobiologicznych takich
jak: J. Bacteriol., AAC, Sci. Rep. oraz J. Gen. Virol. We wszystkich ww. pracach Doktorant jest
pierwszym autorem a zalaczone o$wiadczenia wspolautoréw nie budza watpliwosci co do jego
kluczowej roli w realizacji opisywanych badan. Prace eksperymentalne poprzedzone zostaly
odpowiednim streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, wprowadzajacym jednoczesnie
czytelnika w tematyke badan. W tej czesci pracy Doktorant opisuje migdzy innymi blonowe
biatko BamA E. coli jako receptor fagéw lambdoidalnych. Prosze Doktoranta o uzupelnienie

informacji na ten temat. Czy BamA to jedyny receptor u E. coli dla tej grupy fagow ? Czy
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biatko BamA E. coli jako receptor fagdw lambdoidalnych. Prosz¢ Doktoranta o uzupelnienie
informacji na ten temat. Czy BamA to jedyny receptor u E. coli dla tej grupy fagow ? Czy
funkcjonalne bialko BamA jest niezb¢dne w przezywalnosci E. coli ? Czy znane sa
mutanty E. coli zawierajace zmutowang form¢ genu bamA, oporne na infekeje¢ fagami
lambdoidalnymi ?

W pierwszej z przedstawionych do oceny prac autorzy badali role odpowiedzi $ciste] w
replikacji DNA 1 cyklu litycznym wirusow Stx. W badaniach wykorzystano 5 bakteriofagow
nalezacych do tej grupy oraz odpowiednie mutanty bakteryjne czgsciowo lub catkowicie
defektywne w syntezie alarmonu glodu ppGpp. W czgdci metodycznej pracy autorzy opisali
prowadzong kazdorazowo przed wlasciwymi eksperymentami kontrole fenotypu mutantow.
Prosilbym Doktoranta o wyjasnienie poj¢cia ,,second site suppressor mutant”, c¢zy zjawisko
to bylo zwigzane z zastosowaniem szczepéw noszacych punktowe mutacje w genach spoT i
rel4 oraz dlaczego nie zdecydowano sie zastosowaé¢ mutantow delecyjnych ? Przedstawione
w pracy wyniki jednoznacznie wykazaty, ze ppGpp hamuje rozwdj lityczny bakteriofagéw Stx
oraz replikacje fagowego DNA. Z drugiej strony cykl lizogeniczny badanych bakteriofagdw nie
zostal znaczgco zaburzony w mutantach z defektywng odpowiedzig scisla. Autorzy
zaobserwowali takze, ze fagi Stx sa bardziej wrazliwe na niskie stezenia czterofosforanu
guanozyny niz fag A. Niezmiernie interesujace bylo zaproponowanie w dyskusji pracy
wyjasnienie molekularnego mechanizmu tego zjawiska. Najciekawsza obserwacja, majaca
rowniez znaczenie dla powstania kolejnych prac zamieszczonych w ramach rozprawy
doktorskiej, byto wykazanie z zastosowaniem uktadu reporterowego zawierajacego gen gfp pod
kontrolg promotora toksyny Stx, ze badany alarmon glodu hamuje ekspresje z péznych
promotoréw fagowych, wskazujac na mozliwos¢ obnizania poziomu toksyny Stx poprzez
indukcje u bakterii odpowiedzi Scistej.

Druga ze zbioru prac dotyczy identyfikacji izotiocyjanianu fenetylu jako inhibitora
enterokrwotocznych szczepdw E. coli hamujacego wytwarzanie toksyny Shiga. Co wigcej,
autorzy zidentyfikowali mechanizm za posrednictwem ktérego dochodzi do zahamowania
wzrostu i ograniczenia ekspresji toksyny, wykazujac, ze zwigzek ten indukuje odpowiedz $cistg
u E. coli poprzez gtdd aminokwasowy oddzialujac z Arg 1 Gly. Identyfikacja mechanizmu
dziatania izotiocyjanianu fenetylu byta mozliwa dzigki zastosowaniu zdefiniowanych mutantéw

E. coli pozbawionych funkcjonalnych bialek SpoT i RelA. W pracy tej zaobserwowano, ze
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dodatek badanego zwigzku do hodowli bakteryjnej nie tylko hamuje proces spontanicznej
lizogenii fagdéw Stx, ale takze 100 krotnie obniza ten proces po dodaniu induktora wywolujacego
odpowiedz typu SOS. Obserwacja ta moze nies¢ niezwykle cenne aspekty aplikacyjne w
kontekscie obserwowanej indukcji SOS 1 nastepnie produkcji toksyny przez szczepy
enterokrwotoczne w wyniku dziatania subinhibitorowych stezen niektdrych antybiotykow.
Poczynione obserwacje nie tylko wigc wskazywalyby na potencjalng mozliwos¢ zastosowania
izotiocyjanianu fenetylu w terapii zakazen szczepami EHEC, ale rowniez na mozliwos¢ ich
stosowania ostonowo, wspélnie z antybiotykami wykazujacymi silniejszy efekt bojezy. W tym
aspekcie za bardzo wazne nalezy uzna¢ wykorzystanie bakteryjnych lizatow pochodzacych ze
szczepow indukowanych MMC i traktowanych lub nie PEITC do badania ich toksycznego
efektu w stosunku do linii komoérkowych. Eksperyment ten jasno wykazal zalezno$¢ pomiedzy
obecnoscia PEITC a obnizong toksycznoscia lizatdw. Prosze Doktoranta o odpowiedZ na
nastepujace pytania wynikajace z tej niezwykle interesujacej pracy. Czy okreslano czestosé
nabywania opornosci na PEITC przez szezepy EHEC ? Czy fizjologiczny poziom
aminokwasow w jelicie czlowieka sprzyja, czy raczej utrudnia skuteczne dzialanie PEITC ?
Czy deplecja aminokwaséw z udzialem PEITC nie bedzie wywolywala negatywnych
procesow w tkankach gospodarza ? Czy biorac pod uwage przewdod pokarmowy jakeo
miejsce infekeji szczepami EHEC oraz mechanizm dzialania PEITC, ewentualny proces
leczenia nie powinien rowniez zawiera¢ wytycznych co do optymalnej diety pacjenta ?
Powyzsze pytania dotycza rowniez kolejnej pracy opublikowanej w 2016 roku w
Scientific Rep. W pracy tej autorzy oceniajg skutecznos¢ dzialania kolejnych pieciu
izotiocyjanin, roznigcych sig struktura, jako zwiazkow hamujacych wzrost szczepow EHEC przy
jednoczesnej inhibicji wytwarzania toksyny Shiga. Oceniono efekt badanych zwigzkow na
wzrost bakterii, na indukcje profagéw, metabolizm aminokwasow, ekspresje toksyny Stx 1
zwiazang z tym toksyczno$¢ lizatow bakteryjnych oraz integralno$¢ blony cytoplazmatycznej
bakterii. Wskazano najbardziej efektywnie dzialajace zwiazki oraz =zidentyfikowano
aminokwasy, ktore ulegaja deplecji w obecnosci badanych zwiazkow. W dyskusji pracy
autorzy poddaja w watpliwosé ewentualny wplyw réznic w strukturze badanych zwiazkow
na deplecje réznych aminokwaséw, jak inaczej Doktorant tlumaczylby obserwowany

efekt?
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Niezwykle interesujaca jest takze ostatnia z przedstawionych prac opublikowana w 2015 w
Journal of General Virology. Poprzez wykorzystanie defektywnego mutanta, poli(A) polimerazy,
autorzy wykazali znaczenie poliadenylacji RNA dla cyklu litycznego i lizogenicznego
bakteriofagéw Stx i w mniejszym stopniu dla faga A. Autorzy analizowali réwniez poziom
ckspresji genu pcnB obserwujac jego znaczaca indukcje¢ w obecno$ci MMC wylacznie w
komorkach zawierajagcych lizogenne fagi. Uzyskane wyniki jasno wskazaly na udzial procesu
poliadenylacji RNA w regulacji rozwoju fagéw Stx oraz zaleznosé ekspresji poli(A) polimerazy
od obecnosci profagdw. W dyskusji pracy zaprezentowano bardzo przekonujace wyjasnienie
prawdopodobnego molekularnego mechanizmu zwigzanego z zaleznoscia pomigdzy obecnoscia
funkcjonalnej poli(A) adenylazy a lizogenizacja fagow Stx. Czy Doktorant moglby natomiast
sprobowaé¢ wyjasni¢ mechanizm zwigzany z zaleino$cia pomiedzy indukeja profagéw i
zwigkszong ekspresja pcnB, czego nie obserwowano w szczepach nielizogennych.

W tym miejscu cheialbym podkresli¢, ze w kazdej z opublikowanych prac wchodzacych w skiad
pracy doktorskiej Pana Dariusza Nowickiego dyskusja przeprowadzona jest w sposéb bardzo
profesjonalny, $wiadczacy o $wietnej znajomosci tematyki badawczej oraz umiejgtnosci
krytycznego spojrzenia na wlasne wyniki badad. Na podkreslenie zastuguje takze $wietny
warsztat badawczy Doktoranta, umiejetnosé doboru wiasciwych kontroli eksperymentéw oraz

weryfikacji uzyskanych wynikow.

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z praca doktorska Pana mgr Dariusza Nowickiego
uwazam, Ze przedstawiona do oceny praca zawiera oryginalne i bardzo wartosciowe
wyniki. Wnosz¢ do Rady Naukowej Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o
dopuszczenie mgr Dariusza Nowickiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Z uwagi na podj¢te ryzyko naukowe, uzyskane niezwykle cenne wyniki poznawcze oraz
jakos¢ naukows ocenianej pracy prosze Szanowna Rade o nagrodzenie pracy doktorskiej Pana

Dariusza Nowickiego przewidziana w regulaminie nagroda.




