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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Sylwii Bloch

Tytut rozprawy :,.Control mechanism of gene expression during development of
lambdoid bacterophages” (“Mechanizmy kontroli ekspresji genéw w regulacji

rozwoju bakteriofagdw lambdoidalnych™

Rozprawa doktorska mgr S. Bloch zostata wykonana w Katedrze Biologii
Molekularnej na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem
promotora prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna 1 promotora pomocniczego dr
Bozeny Nejman-Falenczyk.

Celem pracy doktorskiej mgr S. Bloch byly badania mechanizmow
kontrolnych ekspresji genow podczas rozwoju bakteriofagéw lambdoidalnych.
Rozprawe stanowi cykl prac, na ktory skladaja sie jeden artykut przegladowy 1
pie¢ prac doswiadczalnych, wszystkie opublikowane w czasopismach o zasi¢gu
miedzynarodowym z ustalonym wspoétczynnikiem wplywu tj. Impact Factor
(IF). Prace te zostaly wydane w latach 2012-2015. W rozprawie doktorskiej
oprocz tych prac zamieszczono Abstract w jezyku angielskim 1 Streszczenie w
jezyku polskim oraz Oswiadczenia wspotautorow o wkladzie w ich powstanie 1
opublikowanie.

Fagi lambdoidalne, z przedstawicielem bakteriofagiem A, stanowia
modelowy mikroorganizm w biologii molekularnej. Zainteresowanie nimi

wynika tez z roli jaka odgrywaja w selekcji wirulentnych szczepoéw bakterii. W
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genomach fagéw lambdoidalnych zlokalizowane sa geny kodujace wy:t"warzanie
toksyn. Przykladem takich bakteriofagow sa fagi Stx z genami toksyn Shiga.
Bakterie Escherichia coli z profagami niosgcymi te geny (STEC) sg patogenami,
wywolujacymi zatrucia pokarmowe szczegdlnie grozne dla dzieci i o0sob
starszych, a nowe szczepy STEC pojawiaja si¢ w nastgpstwie horyzontalnego
transferu genéw. Opisanym niedawno przykladem moze by¢ ujawnienie si¢
szczepu E. coli O104:H4 wytwarzajacego toksyny Shiga, ktory wywotal
epidemie¢ w 2011 r.

Fag A jak i fagi Stx to fagi lagodne, zdolne do rozwoju w cyklu litycznym
jak i lizygenicznym, o czym decyduje wiele czynnikow srodowiskowych oraz
stan fizjologiczny bakterii gospodarza. W cyklu lizogenicznym profag w postaci
zintegrowanego z genomem bakterii genomu faga, ulega replikacji wraz z DNA
komorki gospodarza. W tym czasie ekspresja wigkszosci genow faga jest
zahamowana, za co odpowiedzialne jest biatko cI — represor faga A. Biatko to
ulega autoprotolizie po indukcji profaga do przejscia w cykl lityczny, nie moze
wigc pehnié roli represora i dochodzi do wycigcia profaga z genomu bakterii 1
procesu prowadzacego do cyklu litycznego faga. Przejsciu faga ze stanu
lizogenii do cyklu litycznego towarzyszy ekspresja genow stx 1 w konsekwencji
wytwarzanie toksyn Shiga, ktorych dziatanie objawia si¢ krwawymi biegunkami
u o0séb zakazonych i moze skutkowa¢ wystapieniem zespotu hemolityczno-
mocznicowego. Biorgc pod uwage konsekwencje dzialania toksyn Stx
szczegodlnie wazne jest poznanie procesow regulacji ekspresji genow fagow
lambdoidalnych. To cel pracy mgr S. Bloch, ktora podjeta badania dwoch
bakteriofagow A i ®24g, jednego z fagéw Stx. Taki wybdr obiektow badan
pozwolit Doktorantce na pordwnanie procesow regulacji cykli zyciowych faga
modelowego (1) 1 noszacego geny toksyn Shiga (024g).

W pierwszej pracy eksperymentalnej rozprawy Doktorantka podjeta
badania znaczenia gendéw fagow A 1 @24y zlokalizowanych w rejonie exo-xis tj.

pomiedzy genami exo i xis. Wykazala, iz w warunkach nadekspresji rejonéw
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exo-xis tych fagow obserwuje si¢ wzrost liczby czastek fagowych 1 ‘f;oziomu
fagowego DNA po indukcji profagdéw, zaréwno mitomycyna C jak 1
nadtlenkiem wodoru.

W kolejnej pracy mgr S. Bloch, postugujac si¢ technika PCR w czasie
rzeczywistym (qQRT-PCR) stwierdzila, iz profil ekspresji genow fagowych 1
otwartych ramek odczytu (ORF) zlokalizowanych w regionie exo-xis zalezy od
zastosowanego czynnika indukujacego cykl lityczny (mitomycyna C, nadtlenek
wodoru) oraz badanego faga. Wykazata, iz profil genow ulegajacych ekspresji
obu fagéw byt odmienny, co sugeruje, iz pomimo duzego podobienstwa
regionéw exo-xis badanych fagow, regulacja ekspresji genow tego regionu moze
si¢ roznic.

Sugestia ta zostala potwierdzona w kolejnej obserwacji przedstawionej w
czwartej pracy eksperymentalnej. Doktorantka  sprawdzita wplyw
promieniowania UV na stabilno$¢ wirionow fagow lambdoidalnych oraz ich
zdolnoéé¢ do zakazania komorek E. coli. Mgr S. Bloch wykazala, 1z wiriony
fagow Stx (zbadala 5 fagow) sa bardziej wrazliwe na dziatania promieniowania
ultrafioletowego w poréwnaniu do faga i. Postugujac si¢ technika mikroskopii
elektronowej wykazata, iz obserwowane roznice wynikajg z uszkodzen
kapsydow faga ®24p. Ponadto Doktorantka stwierdzila, 1z poziom ekspresji
genéw N i cro po infekcji E. coli byl znacznie obnizony, kiedy fagi Stx
uprzednio traktowano UV, w poréwnaniu do ekspresji tych genow fagow
nietraktowanych UV. To takze potwierdzito pierwotne obserwacje, iz badane
fagi & i @24y charakteryzuja si¢ odmiennymi mechanizmami regulacji procesow
zyciowych.

W kolejnej pracy Doktorantka badata wplyw poliadenylacji RNA na
regulacje ekspresji badanych fagow X i ®24p podczas ich cyklu litycznego. W
tych badaniach wykorzystano mutanta L. coli niezdolnego do syntezy enzymu
PAPI [(poliA) polimeraza I], bialka odpowiedzialnego z przylaczanie reszt



adeniny do konca 3> mRNA. Stwierdzono odmienny poziom ekspresﬁ genow
faga ®24 w tym mutancie E. coli, w poréwnaniu z ekspresja genow faga A.

Za duzy sukces badan podjetych w rozprawie doktorskiej nalezy uznaé
odkrycie regulatorowej fagowej czasteczki mikroRNA 24B 1, ktorej obecnos¢
wykazano w komorkach E. coli podczas indukeji profaga ®24g. Sekwencja
kodujaca czastke 24B 1 nie wystgpuje w genomie faga A. Zidentyfikowano dwa
potencjalne miejsca wigzania dla czastek 24B 1, jedno z nich znajduje si¢ w
regionie sekwencji genu d ant, kodujacej biatko petigce role anty-represora
faga. Wykazano, iz usuni¢cie z genomu faga sekwencji kodujacej 24B_1
prowadzi m.in. do obnizenia wydajnosci procesu lizogenizacji bakterii,
zwiekszenia liczby potomnych czastek fagowych podczas cyklu litycznego 1
obnizenia adsorpcji fagéw na powierzchni komorek gospodarza. Po infekeji
bakterii £. coli mutantem faga ®243A24B 1 (mutant delecyjny bez sekwencji
kodujacej 24B 1) obserwowano znaczne podwyzszenie ekspresji szeregu
kluczowych genow fagowych, w pordéwnaniu ze szczepem zainfekowanym
fagiem typu dzikiego. Wskazuje to na rolg mikroRNA 24B 1 jako negatywnego
regulatora ekspresji genu d ant, kodujacego biatko wplywajace na aktywnosé
represora ¢l w komorce. Biorge pod uwage role tego biatka mozna bylo
stwierdzi¢, iz czastka 24B 1 ma znaczenie w wyborze jedne; z dwoch
mozliwych drog rozwoju faga, cyklu litycznego Iub lizogenii.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, i1z Doktorantka uzyskala wazne,
znaczace wyniki wskazujace na roznice w molekularnych mechanizmach
kontroli ekspresji genéw fagow labdoidlanych A 1 ®24 B, ich cykh
rozwojowych, pomimo duzego podobienstwa w sekwencji 1 organizacji
genomow tych fagow. Doktorantka wykazata, iz na kontrolg ekspresji genéw
moga mie¢ wplyw zardwno czynniki zewngtrzne, ale tez mechanizmy
regulacyjne ekspresji gendéw fagowych moga zaleze¢ od czynnikoéw
wewnetrznych komorek gospodarza. Mgr S. Bloch zrealizowata postawione cele

pracy doktorskiej, a uzyskane przez nig wyniki rozszerzajg znaczgco nasza
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wiedze o regulacji cykli rozwojowych fagow lambdoidalnych, moga tez by¢ w
przysziosci podstawa zastosowania w praktyce tj. opracowania efektywnych
metod hamowania ekspresji gendw stx, a tym samym inhibicji wytwarzania
toksyn Shiga przez E. coli.

Jak wspomnialem wyzej wyniki badania mgr S. Bloch zostaly
opublikowane w 5 publikacjach oryginalnych w czasopismach z tzw. listy
filadelfijskiej Arch. Microbiol. TF 1,667, pkt. MNSW 20; PloS One IF, 3,234,
pkt. MNSW 40; Toxins IF 2,938, pkt. MNSW 30; J. Gen. Virol. IF 3,183, pkt.
MNSW 35: Scientific Report IF 5,578, pkt. MNSW 40. Zbior tych prac
uzupelnia bardzo ciekawy, wartosciowy artykul przegladowy na temat E. coli
0104:H4. W nim Doktorantka ze wspotautorkami przedstawia charakterystyke
szczepdw E. coli wytwarzajacych toksyny Shiga, ich cechy charakterystyczne 1
wihasciwosci. Szczegdotowo opisuje wybuch epidemii w Niemczech w 2011 r.,
spowodowany tym szczepem bakterii. Krytycznie przedstawia tez obecnie
stosowane procedury identyfikacji szczepéw STEC oraz wskazuj¢ na potrzebg
wykorzystania metod molekularnych, uwzgledniajagcych — wykrywanie
charakterystycznych cech tych szczepow, zlokalizowanych na fagach. Artykul
ten zostal opublikowany W ABP IF 1,155, pkt. MNSW 15.

Osiagniecia mgr S. Bloch stanowigce jej rozprawe doktorska zostaly juz
ocenione przez recenzentow powotanych przez redakcje czasopism w ktorych
zostaly opublikowane. Sg to czasopisma wysoko cenione w S$rodowisku
mikrobiologébw i biologow molekularnych, stawiajace przed autorami
nadsytanych prac wysokie wymagania. 6 prac, z ktérych Doktorantka jest w 4
pierwszym autorem, a w 2 drugim zyskaly uznanie recenzentéw wspomnianych
redakcji, co wskazuje na warto$¢ otrzymanych przez nig wynikéw badan.

Prace stanowiace rozprawe doktorska mgf S. Bloch zostaty opublikowane
we wspolautorstwie. Doktorantka przedstawita os$wiadczenia swoje 1
wspolautoréw o wkiadzie w publikacje. Mgr S. Bloch ma przewazajacy udziat

w tych pracach. Polegal on na projektowaniu na badan, wykonywaniu
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wiekszosci doSwiadczen, interpretacji ich wynikéw 1 udziale w przyéotowaniu
manuskryptow. Pozostali wspdlautorzy prac przedstawiaja swoje udzialy w
stosowanych o$wiadczeniach, potwierdzajac decydujacy wktad Doktorantki w
ich powstanie, co pozwala uzna¢ te publikacje za jej rozprawe doktorska.
Podczas obrony prosze Doktorantke o odniesienie si¢ dwoch kwestii
poruszonych w publikacjach i podniesionych w autoreferacie wynikow.

1) Mgr S. Bloch ze wspoétautorkami w pracy przegladowej, wskazuje na
potrzebe zastosowania metod molekularnych identyfikacji szczepow
STEC w oparciu o charakterystyczne cechy tych bakterii zwigzane z
fagami Stx.

2) W koncowym fragmencie autoreferatu wynikow (Streszczenie str. 18)
mgr S. Bloch wyraza sugesti¢, 1z uzyskane przez nig wyniki moga ,,w
przyszlosci przyczyni¢ si¢ do opracowania efektywnych metod
hamujacych produkcje toksyn Shiga przez szczepy STEC oraz lekow
skierowanych przeciwko tym patogenom™.

Bardzo prosze o wskazanie praktycznych dzialan, ktére pozwolityby na
zrealizowanie tych sugestii. t

Praca doktorska mgr S. Bloch byta finansowana z grantéw MNSW 1 NCN,
doktorantka uzyskata tez stypendia z funduszy UE Programu ,,Kapitat Ludzki”.

Stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa mgr Sylwii Bloch

pt. ,,Control mechanism of gene expression during development of lambdoid
bacterophages™ spelnia wymogi stawiane rozprawom na stopien naukowy
doktora i zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu
Gdanskiego z uprzejma prosbg o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Wnosze tez o wyroznienie rozprawy doktorskie;.
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