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Recenzja rozprawy doktorskiej pana Dariusza Nowickiego ,,Molekularne mechanizmy kontroli rozwoju
bakteriofagéw lambdoidalnych kodujacych toksyny Shiga” (tytut angielski ,,Molecular mechanisms controlling
development of Shiga toxin-encoding lambdoid bacteriophages”)

Niniejsza recenzja rozprawy doktorskiej zostala przygotowana w odpowiedzi na pismo pana prof. Dariusza L.
Szlachetko, dziekana Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego z dnia 22 marca 2016, z prosba o wykonanie

niniejszej recenzji.

Przedstawiono mi do oceny rozprawe pod tytutem ,Molekularne mechanizmy kontroli rozwoju bakteriofagéw
lambdoidalnych kodujgcych toksyny Shiga” (tytut angielski Molecular mechanisms controlling development of Shiga
toxin-encoding lambdoid bacteriophages).

Doktorant ubiega sie o stopier doktora w obszarze wiedzy - nauki przyrodnicze, w dziedzinie - biologia, w
dyscyplinie - mikrobiologia. Rozprawa zostata przygotowana pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Szalewskiej-Patasz,
prof. UG w Katedrze Biologii Molekularnej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdariskiego.

Rozprawa zostata przedstawiona w formie czterech publikacji wraz ze streszczeniem w jezyku polskim i angielskim,
zgodnie z wymaganiami ustawy z dnia 14 marca 2003 o tytule naukowym i stopniach naukowych oraz tytule i
stopniach naukowych w zakresie sztuki.

Zgodnie z ustawa (Dz.U. Nr 65, poz 595, wraz poZniejszymi zmianami), rozprawe doktorskg moze stanowi¢
samodzielna i wyodrebniona czes¢ pracy zbiorowej, jezeli wykazuje ona indywidualny wktad kandydata przy
opracowywaniu koncepcji, wykonywaniu czesci eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikow tej pracy.
Do rozprawy dofgczono dotgczono oswiadczenia wspotautorow dotyczgce zakresu prac wykonanych w trakcie
przygotowania publikacji, pozwalzajace na ocene wktadu doktoranta.

Przedstawiona rozprawa spetnia wymagania formalne ustawy.




Ocena merytoryczna pracy

W skiad rozprawy doktorskiej wchodzg nastepujgce wieloautorskie publikacje opublikowane w czasopismach o
tgcznym IF 16,7

Publikacja nr 1. Nowicki D, Kobiela W, Wegrzyn A, Wegrzyn G, Szalewska-Patasz A. ppGpp dependent
negative control of DNA replication of Shiga toxin-converting bacteriophages in Escherichia coli. ) Bacteriol. 2013
22:5007-15. (piecioletni IF 3.298)

Publikacia nr 2. Nowicki D, Maciag-Dorszyriska M, Kobiela W, Herman-Antosiewicz A, Wegrzyn A, Szalewska-Patasz
A, Wegrzyn G. Phenethyl isothiocyanate inhibits shiga toxin production in enterohemorrhagic Escherichia coli by
stringent response induction. Antimicrob Agents Chemother. 2014 4:2304-15. (piecioletni IF 4.598)

Publikacia nr 3. Nowicki D, Rodzik O, Herman-Antosiewicz A, Szalewska-Patasz A. Isothiocyanates as effective
agents against enterohemorrhagic Escherichia coli: insight to the mode of action. Sci Rep. 2016 6:22263. (piecioletni
IF 5.597)

Publikacia nr 4. Nowicki D, Bloch S, Nejman-Falericzyk B, Szalewska-Patasz A, Wegrzyn A, Wegrzyn G. Defects in RNA
polyadenylation impair both lysogenization by and lytic development of Shiga toxin-converting bacteriophages. J
Gen Virol. 2015 7:1957-68. (piecioletni IF 3.230)

Wszystkie publikacje zostaty zamieszczone w recenzowanych czasopismach (peer review), ktére sg zaliczane do
gdérnych 25% czasopism w danej kategorii i przeszty proces recenzji. W czasopismach jak te, w ktorych ukazaty sie
publikacje, proces oceny manuskryptu przeprowadzany jest zwykle przez dwu niezaleznych recenzentéw bedacych
specjalistami w danej dziedzinie. Biorac pod uwage ocene publikacji przez niezaleinych recenzentow i dotgczajgc do
tego wtasng ocene, nie mam zadnych zastrzezen do ich formy i zawartosci.

We wszystkich zaprezentowanych publikacjach, doktorant jest pierwszym autorem publikacji. W zwigzku z tym, ze
publikacje sg wieloautorskie, na koricu rozprawy zamieszczono oswiadczenia wspotautoréw o ich wkiadzie w
powstanie prac, te oswiadczenia stanowity dla mnie podstawe do oszacowania wkiadu doktoranta i tego czy
przeprowadzone badania moga stanowic podstawe do uznania przedstawionego materiatu, jako rozprawy
doktorskiej.

Celem badan doktoranta byta analiza wptywu réznych czynnikdw zewnetrznych, takich jak np. izotiocyjaniany,
stres, czy obecnos¢ mediatorow odpowiedzi Scistej, na rozwd] fagoéw lambdoidalnych kodujgcych toksyny Shiga,
identyfikacje molekularnych mechanizmow, oraz wykorzystanie tej wiedzy do kontroli rozwoju wiruséw oraz
patogenezy szczepow kodujgcych toksyny.

Cel, ktory postawit przed sobg doktorant jest wazny zaréwno z naukowego jak i klinicznego punktu widzenia, oprocz
zdobycia wiedzy o regulacji cyklu zyciowego zréznicowane] grupy fagow, przeprowadzone badania mogg mieé
zastosowanie w znalezienia lekow przeciwbakteryjnych, ktére w przeciwieristwie do obecnie stosowanych
antybiotykow, nie beda aktywowadé produkgji toksyn i namnazania sie fagow. Produkcja toksyn rodziny ABs przez
szereg bakterii ciggle stanowi problem epidemiologiczny, zaréwno w krajach o niskich dochodach gdzie bardzo
groine s zakazenia Shigella dysynterige lub szczepami Vibrio sp. niosgcymi fagi kodujgce toksyny ABs, jak i w
wysokorozwinietych krajach takich jak USA, Japonia, czy ostatnio w Niemczech, gdzie epidemie wywotywane sg
przez enterokrwotoczne szczepy Escherichia coli (EHEC). Poniewaz produkcja toksyn scisle zwigzana jest z cyklem
zyciowym faga, cel rozprawy — badanie cykli zyciowych wirusa w zalezno$ci od wptywu réznych czynnikow, stanowi
logiczne poszerzenie stanu wiedzy. Doktorant realizowat swojg prace w zespole posiadajgcym ogromne, wieloletnie
doswiadczenie dotyczace regulacji rozwoju fagéw lambdoidalnych.

W pracach zastosowano szereg technik eksperymentalnych takich jak:
1. Konstrukcje szeregu modyfikowanych szczepdw, i plazmidéw bakteryjnych
2. Wyznaczanie miana fagow



bad

Oceny wielkosci tysinek fagowych i wydajnosci lizy komorek

Eksperymenty wzrostowe bez lub z indukcjg fagow, z réznymi substancjami dodawanymi do podtoza
wzrostowego

Ocena wartosci hamujacych i bojczych substancji dodawanych do podtoza

llosciowa ocena ilosci fagowego DNA/RNA i jego syntezy

Oszacowanie poziomu produkcji ppGpp i pppGpp

Pomiary poziomu reaktywnych form tlenu

Oznaczenie toksycznego wptywu lizatéw bakteryjnych na komorki eukariotyczne w hodowlach
komarkowych

10. Analiza ilosciowa przy uzyciu PCR w czasie rzeczywistym

11. Analizy mikroskopowe

12. Analiza statystyczna wynikow
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Publikacia nr 1 opisuje kontrole replikacji DNA faga niosacego toksyne pod wptywem czterofosforanu guanidyny. W
trakcie realizacji badan wykonano szereg eksperymentow przedstawionych na 6 rycinach. Rycina 1 (eksperymenty
wykonane w cafosci przez doktoranta) przedstawia wptyw braku czterofosforanu guanidyny na tworzenie tysinek
przez fagi $24B, 933W, P22, P27, P32 w szczepie z mutacjami w genach relA i spoT. Rycina 2 i Tabela 2
(eksperymenty wykonane w catosci przez doktoranta) pokazuje wptyw ppGpp na cykl zyciowy wymienionych
wczesniej fagdw w szczepie dzikim, mutancie relA i podwodjnym mutancie relA-spoT podczas gtodzenia serynowego.
Rycina 3 (eksperymenty wykonane w catosci przez doktoranta) przedstawia wptyw mutacji relA i relA/spoT na
indukcje badanych profagéw. Rycina 4 (eksperymenty wykonane w catosci przez doktoranta) pokazuje wzrost ilosci
DNA po indukcji mitomycyng C w szczepie dzikim, mutancie relA i podwdéjnym mutancie relA-spoT, a Rycina 5
(eksperymenty wykonane przy wspotudziale doktoranta) pokazuje efekt ppGpp na plazmidowe pochodne fagéw.
Rycina 6 (eksperymenty wykonane w catosci przez doktoranta) pokazuje hamowanie ekspresji genow stx
kodujacych toksyny przez wptyw ppGpp w rdznych warunkach indukeji i gtodzenia.

Publikacja nr 2 opisuje hamujacy wptyw izocyjanianu fenetylu (PEITC) na produkcje toksyny w enterokrwotocznym
szczepie E. coli warunkowany indukcjg odpowiedzi sciste;.

Rycina 1 przedstawia ilosciowy wptyw PEITC na hamowanie wzrostu dzikiego szczepu E. coli MG1655 w
laboratoryjnym podtozu, zjawisko to zostato zaobserwowane rowniez dla klinicznych, enterokrwotocznych izolatow
E. coli. Wyniki kolejnych doswiadczenr wzrostowych z zastosowaniem PEITC i czynnikéw indukujgcych takich jak
mitomycyna C i nadtlenek wodoru sg zaprezentowane jako Rycina 2 i pokazuja, Ze dodatek PEITC obniza poziom
indukcji faga mierzony zaréwno jako liczba tysinek z 1 ml hodowli, jak i zmiany OD. Kolejne wykonane
doswiadczenie przedstawia wptyw PEITC na stabilnosé RNA i DNA w dzikim szczepie i mutantach re/A i relA/spoT.
Efekt inhibicji przez PEITC moze by¢ zniesiony przez dodatek aminokwasdw takich jak glicyna lub arginina (Rycina
5). W odrebnym doswiadczeniu z zastosowaniem induktora gtodzenia aminokwasowego pokazano, ze PEITC dziata
jak induktor odpowiedzi $cistej (Rycina 4). Zahamowanie produkcji toksyny podobnie jak w publikacji nr 1 rozprawy
zostato pokazane poprzez obserwacje mikroskopowe produkcji fluorescencyjnego biatka GFP wyrazanego z
promotora stx w MG1655 i enterokrwotocznym szczepie serotypu 0157:H7 (Ryciny 6 i 8). Wyniki doswiadczen
prezentowane na wymienionych rycinach zostaty wykonane przez autora rozprawy. Wykazano réwniez, ze PEITC
znosi toksycznosé lizatéw ze szczepdw enterokrwotocznych po ich inkubacji z komérkami Hela i Vero (Rycina 7).
Rycina 7 zostata stworzona na podstawie wynikow czesciowo uzyskanych przez doktoranta.

Do manuskryptu online dotaczone sa rowniez trzy dodatkowe ryciny S1 do S3.

Publikacja nr 3 kontynuuje tematyke opisana w publikacji nr 2, czyli wptyw izocyjaniandw na indukcje odpowiedzi
Scistej, hamowanie wzrostu bakterii i hamowanie indukcji fagéw, a co za tym idzie ogranicza produkcje toksyny
Shiga. W badaniach uzyto PEITC, izocyjanianu benzylu (BITC), allilu (AITC), izopropylu (IPRITC) oraz sulforafanu
(SFN). Mam pewne interpretacyjne uwagi dotyczace tych wynikédw. W oznaczeniach wartosci MIC dla antybiotykdw
(http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST files/Breakpoint tables/v 6.0 Breakpoint table.pdf)
stosuje sie wartosci wyrazone w mg/L a nie tak jak w pracy w mg/ml, w zwigzku z tym opublikowane wartosé MIC




s3 dosé wysokie w poréwnaniu z antybiotykami stosowanymi przeciwko Enterobacteriaceae, np. dla BITC 70mg/L,
co przy wartosciach dla antybiotykdw wielokrotnie przekracza stosowane dawki. Przy dalszym poszukiwaniu lekow
przeciw enterokrwotocznym E. coli nalezatoby znalei¢ informacje, jezeli oczywiscie istniejg, na temat
farmakokinetyki i farmakodynamiki tych zwigzkéw i jakie jest mozliwe stezenie tych zwigzkdw w miejscach
docelowych organizmu gospodarza objetych infekcjg. Bedzie mozna uzyskaé odpowied? czy wartosc 1/8 MIC, ktora
hamuje indukcje faga, co pokazano w publikacji, jest mozliwa do osiggniecia w tkankach. Interesujgca jest tez
mozliwos¢ zastosowania izocyjanianéw jako dodatku do antybiotykdw, ktéry hamuje indukcje fagow i produkcje
toksyny.

Doktorant wykonat doswiadczenia zaprezentowane na rycinach 2A, 3 AB, 4BC i 5, oraz czeéciowo wykonat
doswiadczenia zaprezentowane na rycinach 2B, 3C, 4AD, 6 i w tabeli 2, co stanowi znaczgcy udziat w wykonaniu
czesci eksperymentalnej.

Publikacja nr 4 opisuje wptyw poliadenylacji na cykl lityczny i lizogenny bakteriofagéw kodujgcych toksyny Shiga.
Wptyw poliadenylacji na cykl zyciowy wiruséw kodujacych toksyne Shiga byt zainspirowany obserwacja, ze
bakteriofag lambda niosacy mutacje w genie pcnB kodujgcym polimeraze | poli(A) ma zaburzony cykl lizogenny.
Doktorant wykazat, ze podobna zaleznosc jest obserwowana dla fagéw niosgcych toksyne Stx takich jak $24B,
933W, P22, P27 czy tez P32. Dodatkowo, zaobserwowano roznice w indukcji faga pomiedzy szczepem dzikim a
niosgcym mutacje pcnB, co wykazato wptyw zaréwno na cykl lityczny jak i lizogenny. W dalszych eksperymentach
wykazano wptyw mutacji pcnB na synteze DNA fagow. Analiza poziomu transkrypcji genow fagowych wykazata, ze
poziom transkrypcji genow wczesnych jest wyzszy w mutancie pcnB, a pdiniej sytuacja ulega odwrdceniu.
Najbardziej znaczace réznice dotyczyty gendw odpowiedzialnych za regulacje i inicjacje cyklu litycznego.
Zaobserwowano rowniez wyrazny wzrost produkcji transkryptu pcnB w komarkach niosacych fagi w poréwnaniu z
komérkami dzikimi w okreslonym punkcie czasowym. Wyttumaczenie obserwowanych zjawisk autorzy ttumacza
tym, ze zwolnienie tempa wzrostu zwigzane z warunkami stresowymi dla komarki zwigzanymi z indukcjg fagow
powoduje wzmocnienie ekspresji pcnB i wydajniejsza poliadenylacje rédinych transkryptdw co moze prowadzi¢ do
wydajniejszej degradacji poliadenylowanych transkryptédw w dzikim szczepie. W szczepach z mutacjg pcnB
degradacja nie zachodzi wydajnie, co prowadzi do akumulacji niezdegradowanych fagowych transkryptéow. Sytuacja
ta moze dotyczy¢ réznego rodzaju regulatorowych RNA.

Wyniki réznorodnych analiz genomowych i transkrypcyjnych sugeruja, ze regulacja poprzez czasteczki RNA jest
znacznie bardziej rozpowszechniona niz sadzono. W mobilnych elementach genetycznych czesto zdarza sie
regulacja np. procesdw regulacji inicjacji replikacji odbywa sie przez antysensowny RNA. Szacuje sie rowniez, ze
okoto 30% gendw w E. coli jest regulowane przez mate, regulatorowe RNA. W zwigzku z tym, chciatabym sie
dowiedzie¢ od doktoranta, jakie inne, potwierdzone lub by¢ moze nowo odkryte systemy regulacji genéw fagowych
wystepuja u bakterii innych gatunkéw niz nalezgce do rodziny Enterobacteriaceae.

Doktorant wykonat doswiadczenia zaprezentowane na rycinach 1, 2, 3 i w tabelach 11 2.

We wszystkich publikacjach doktorant brat udziat w planowaniu doswiadczen, analizie i opracowywaniu wynikéw,
dyskusji, wspotredagowania manuskryptu i finansowaniu prac. Praca byta wspotfinansowana w ramach projektu
VENTURES/2012-9/7 "Zastosowanie sSRNA w terapii kierowanej przeciw zakazeniom enterokrwotocznymi szczepami
bakterii Escherichia coli" realizowanego w ramach programu VENTURES Fundacji na rzecz Nauki Polskiej,
wspotfinansowanego przez Unie Europejska z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego; oraz "Programu
wdrozenia nowoczesnych elementéw ksztatcenia w Uniwersytecie Gdariskim", Komponentu "Stypendia naukowe
dla doktorantow szansg na rozwoj gospodarki”, Projekt realizowany jest w ramach Programu Operacyjnego Kapitat
Ludzki Priorytetu IV, Dziatania 4.1, Poddziatania 4.1.1. Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego uczelni,
finansowanego ze $rodkow Europejskiego Funduszu Spotecznego.



Dodatkowe Zrddta finansowania badan to 3 granty NCN dla wspotautoréow publikacji.
Podsumowanie

Publikacje bedace podstawg niniejszej rozprawy, majg znaczenie zaréwno poznawcze, jak i potencjalne znaczenie
aplikacyjne. Wyniki zaprezentowanych badan wskazuja, iz bakteryjne systemy kontroli ekspresji gendw moga
stanowi¢ molekularny cel w kontroli rozwoju bakteriofagdw lambdoidalnych niosgcych geny toksyn. Réznice
genetyczne badanych wirusow majg istotny wptyw na efektywnosc kontroli rozwoju cyklu zyciowego tych
bakteriofagdw z udziatem mechanizmoéw gospodarza. W trakcie badar przetestowano szereg substancji o dziataniu
hamujgcym wzrost bakterii - izotiocyjanianow, oraz pokaza¢ mechanizm dziatania prowadzacy do aktywacji kontroli
Sciste] metabolizmu na drodze gtodzenia aminokwasowego.

Na podstawie oceny indywidualnego wktadu pana magistra Dariusza Nowickiego w powstanie publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, moge stwierdzi¢, ze przedstawiona rozprawa spetnia wszystkie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w artykule 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 o tytule
naukowym i stopniach naukowych oraz tytule i stopniach naukowych w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz 595, wraz
péiniejszymi zmianami). Zgodnie z ustawa przedstawiona rozprawa stanowi oryginalne rozwiazanie problemu
naukowego, wykazuje ogdlng wiedze teoretyczng kandydata oraz umiejetnosc samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej.

Zwracam sie do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego z prosbg o dopuszczenie pana mgr Dariusza
Nowickiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego i sktadam wniosek o wyréinienie rozprawy.



