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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Dydeckiej
pt. ,Rola genéw i otwartych ramek odczytu zlokalizowanych w rejonie exo-cis fagow

lamboidalnych w rozwoju tych fagow.”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Aleksandry Dydeckiej zostata
wykonana pod kierunkiem Pani dr hab. Alicji Wegrzyn (Promotor) przy opiece pomocniczej
Pani dr Bozeny Nejman-Falerficzyk (Promotor pomocnicza), w Katedrze Biologii Molekularnej
Uniwersytetu Gdanskiego. Praca dotyczy rozwoju bakteriofagéw lamboidalnych grupy stx
i jest po$wiecona problemowi identyfikacji roli gendw i otwartych ramek odczytu (ORF)
ulokowanych w sprecyzowanym rejonie exo-cis genomu tych fagdw. Rozprawa zostata
wykonana w formie zbioru publikacji naukowych opatrzonych polskojezycznym
i angielskojezycznym streszczeniem oraz uzupetnionym o liste dorobku naukowego autorki
rozprawy. Cykl publikacji zawiera wyniki badan w zakresie regulacji lizogenizacji i indukcji
profagéw, w szczegélnosci roli gendw regionu exo-cis w ekspresji typu S.0.S. gospodarza
i regulowania funkcji bakteriofagdw badanej grupy, a takze identyfikacji funkcji wybranych

bakteriofagowych otwartych ramek odczytu.

Tematyka pracy, obejmujagca w najogdlniejszym zakresie biologie bakteriofagéw i ich

interakcje z gospodarzem bakteryjnym, wpisuje sie w doceniony w ostatnich latach problem
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wplywu mikroorganizméw tworzacych mikrobiom na zdrowie cztowieka. W ostatniej
dekadzie nastapit wyrazny wzrost $wiadomosci, jak znaczaca rolg dla naszego zdrowia
odgrywa skfad szeroko rozumianego mikrobiomu i indywidualne wiasciwosci konkretnych
szczepdéw mikroorganizméw nalezacych do niego. Co watzne, uéwiadomiono sobie rowniez
Zozonoéé i réznorodnoéé frakcji fagowej, wywierajacej znaczacy wplyw na  zyjace
w organizmach ludzi i zwierzat bakterie. Przedmiotem pracy doktorskiej przedstawionej
do oceny przez mgr Aleksandre Dydecka sa bakteriofagi nalezace do szczegdblnej grupy:
grupy stx, ktére zdolne sg do konwersji bakterii w kierunku produkcji toksyn Shiga.

Toksyny Shiga produkowane przez niektore szczepy bakterii sg odpowiedzialne
za zwiekszong wirulencje tych szczepéw bakteryjnych. Powodujg one ostre zatrucia
pokarmowe, a nasilenie objawéw moze stanowi¢ nawet zagrozenie zycia osoby zarazonej.
Szczeg6lnie w ostatnich latach mnoza sie doniesienia o infekcjach powodowanych przez
niebezpieczne szczepy typu EHEC (ang. Enterhemorrhagic Escherichia coli), do szczegblnie
niepokojacej ze wzgledu na zasieg i skutki epidemii doszto w 2011 roku w Niemczech,
odnotowano ponad 50 zgonéw wywotanych infekcjg. Co szczegblnie wazne, produkcja
toksyn Shiga przez bakterie nastepuje w obecnosci gendw stx zlokalizowanych w genomach
bakteriofagéw, ktére w bakteriach wystepujg jako profagi. Zatem podjeta przez
mgr Aleksandre Dydecka tematyka ma bezposrednie przetozenie na rozwigzania dotyczgce
waznego problemu zdrowotnego z jakim zmaga sig spoteczeristwo zaréwno w skali kraju,
jak i w skali migdzynarodowej, poniewaz zagrozenie szczepami typu EHEC ma charakter
globalny.

Co waine, bakteriofagi nadajace bakteriom zdolno$¢ produkcji toksyn Shiga to
bakteriofagi mogace wchodzi¢ w stadium profaga, czyli tzw. bakteriofagi tagodne, ktére
zamiast natychmiastowej lizy zainfekowanej bakterii wiaczaja swdj materiat genetyczny w
genom bakteryjny i wytwarzajg tzw. stan lizogenii. Rézne czynniki Srodowiskowe, w tym
chemiczne, moga powodowa¢ indukcje profaga potaczong z produkcja wielu fagow
potomnych, a takze duzej ilosci toksyny Shiga. Pani mgr Aleksandra Dydecka podjeta sie
ambitnego zadania zrozumienia, jakie elementy genetyczne i w jaki sposob moga regulowac

fagowa ,decyzje” o wejéciu w stan lizogenii i utrzymywaniu sie w formie profaga
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lub o przejéciu w cykl lityczny, koriczacy sie Smiercig bakteryjnego gospodarza. Zagadnienia

te lezg u podstaw zrozumienia patogennosci szczepow bakteryjnych typu EHEC.

Pierwsza z prac wchodzacych w sktad przedstawionego cyklu zostata opublikowana w
czasopiémie Oxidative Medicine and Cellular Longevity w roku 2016 (Oxid Med Cell Longev.
2016, 8453135). W pracy tej dokonano analizy wptywu regionu exo-xis na indukcje profaga
wymuszong nadtlenkiem wodoru lub za pomoca $wiatta UV. W tym celu przygotowany
zostat zestaw mutantéw delecyjnych, obejmujacy mutanty pozbawione catego regionu lub
poszczegdlnych jego elementow, w bakteriofagach lambda lub phi24B. Analizowano
i poréwnywano wydajno$¢ indukcji profagéw u poszczegdlnych mutantéw. Badanie
pozwolito na ujawnienie znaczacego zahamowania indukcji faga phi24B nadtlenkiem
wodoru. Co ciekawe, nie obserwowano tego efektu w wypadku indukcji za pomoca UV,
a w wypadku mutantéw faga lambda efekt byt nieznaczny. Stwierdzono tez obnizenie
ekspresji fagowych gendéw regulatorowych oraz bakteryjnych genéw bioracych udziat
w odpowiedzi S.0.S. Usuwanie poszczegélnych ORF lub genéw przyniosto w wypadku faga
phi24B wyniki zbiezne z tymi obserwowanymi dla mutantéw pozbawionych catego regionu:
nastepowato opéznienie indukcji profagéw pod wptywem nadtlenku wodoru. Praca zawiera
szeroki zestaw réznorodnych wynikéw, sktadajacych sie na ciekawe konkluzje naukowe.
Pani mgr Aleksandra Dydecka zajmuje w tej pracy miejsce pierwszego autora wspdlnie
z réwnorzednym pierwszym autorem: mgr Katarzyng Licznerska. Z tego powodu
wyszczegélniony wktad kazdej z autorek w wykonanie pracy powinien by¢ przedstawiony
jak najbardziej szczegétowo, aby nie pozostawia¢ domyélnego zakresu prac wykonanych
przez Doktorantke prezentujaca tg pracg jako cze$¢ rozprawy doktorskiej.
W oéwiadczeniach autorskich obie wspotautorki deklarujg m.in., ze ich wkiad polegat
na ,wspétudziale w przygotowaniu fagowych mutantéw delecyjnych”, rozumiem, Zze
w wypadku Pani mgr Katarzyny Licznerskiej byly to delecje catego regionu exo-xis,
w wypadku Pani mgr Aleksandry Dydeckiej delecje poszczegdlnych gendw i otwartych
ramek odczytu. Jako, ze kazda z Autorek deklaruje, ze wyniki wynikajace z jej pracy znajdujg
sie w Tabeli nr 4, z formalnego obowigzku prosze Panig Aleksandre Dydecka

o uszczegbtowienie informacji na temat jej wktadu w wyniki zgromadzone w Tabeli 4.

KKNONS
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Druga praca przedstawionego cyklu zostata opublikowana w piémie Frontiers in
Microbiology w roku 2017 (Front Microbiol 8:1618) i jest po$wigcona identyfikacji funkgji
wybranego elementu regionu exo-xis: byt to orf63 u faga lambda i faga phi24B. Praca opiera
sie na imponujacym zestawie technik i metod inzynierii molekularnej, w tym celowanej
delecji w genomach fagowych oraz komplementacji z wykorzystaniem odpowiednich
konstrukgji plazmidowych. Tu réwniez zbadano wymuszong nadtlenkiem wodoru indukcje
profagéw. Zaobserwowano obnizenie wydajnosci przejscia w faze lityczng, a w wypadku
faga phi24B takze jego opdznienie. W doswiadczeniu typu ,one step growth” doktorantka
stwierdzita jedynie nieznaczne podwyzszenie tzw. plonu fagowego u mutantow.
Doktorantka wysuwa wniosek, ze przy braku funkcjonalnego produktu Orf63 dochodzi do
uposéledzenia wydajnosci procesu indukcji. W tym miejscu powstaje pytanie o nieco bardziej
rozbudowana prezentacje tego problemu i analize zwigzku/zaleznosci, jakie mogly wystgpic
w tym wypadku. Jakie procesy i inne biatka istotne w rozwoju faga moga pozostawac pod
bezposrednim wptywem Orf63?

W dalszej czesci pracy znajdujemy badanie komplementacji wprowadzonych do
genoméw fagowych delecji za pomocg konstrukcji opartych na plazmidach pUC, ktore
zawierajg orf63. Badanie ujawnito réznicg pomigdzy skutkami  komplementacji
obserwowanymi u faga lambda (tu wystapita skuteczna komplementacja) i u faga phi24B
(tu petna komplementacja nie wystgpita). Jako mozliwe wyjasnienie tej obserwacji
Doktorantka podaje silniejszg zaleznos¢ fagoéw Stx od wtiasciwej ilosci produktu orf63
w poréwnaniu do fagéw lambda, ktore mogtyby by¢ mniej wrazliwe. Jakie inne mozliwosci
mogtyby wystepowaé? Czy jest np. mozliwe, aby produkty elementu orf63 pochodzacego
z faga lambda byty ekspresjonowane wydajniej niz ich odpowiedniki pochodzace z faga
phi24B i tym samym tatwiej osiggaly efektywne stezenie w komérce bakteryjnej? Jaki jest
poziom homologii i ewentualne réznice pomigdzy tymi sekwencjami wystepujacymi u obu
bakteriofagéw, np. w zakresie czgstosci uzycia kodonow?

Trzecia praca wchodzaca w skiad cyklu zostata opublikowana w pismie Viruses w roku
2018 (Viruses 10(10):553) i przedstawia analize kolejnych elementow regionu exo-xis: orf61
oraz orf60a. Ta praca réwniez opiera sie na rozbudowanej analizie mutantow delecyjnych

badanych regionéw w fagu lambda i fagu phi24B. Analiza pozwolita na wykazanie,
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7e przy braku funkcjonalnych produktéw orf61 i orf60a profagi podlegaja mniej wydajnej
indukgji nadtlenkiem wodoru, ale takze udato sig zaobserwowac, ze proces lizogenizacji
bakterii jest znacznie bardziej efektywny. Wskazuje to na istotng rolg regulacyjng badanych
ORF w tzw. decyzji ,liza czy lizogenia”. Po raz kolejny zaobserwowano réznicg pomigdzy
fagiem lambda a fagiem phi24B, przy czym efekt byt silniejszy w wypadku tego drugiego
szczepu fagowego. Tu powstaje pytanie: jak mozemy prébowac wyjasni¢ wystepowanie

takich réznic pomiedzy tymi podobnymi bakteriofagami?

Na koniec chciatabym przenieé¢ dyskusje na poziom bardziej ogélny i prositabym, aby
Doktorantka rozwinefa problem znaczenia biologicznego badanych przez siebie zjawisk,
w nieco szerszym, ewolucyjnym kontekscie:

1. Jakie znaczenie dla faga moze mie¢ powigzanie pomigdzy aktywnoscig produktow

regionu genomu fagowego exo-xis z bakteryjnym systemem S.0.S.?

2. Jak mozna wyjaéni¢ doéé szczegdlny moment aktywacji ekspresji toksyn Shiga-
dlaczego te tak szkodliwe dla cztowieka produkty sa w ogdle kodowane przez
bakteriofagi i dlaczego sg uaktywniane wta$nie w zwigzku z wejsciem faga w cykl
lityczny?

Co do formalnej strony dysertacji, Pani mgr Aleksandra Dydecka wybrata forme cyklu
trzech publikacji oryginalnych opublikowanych w recenzowanych czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym, cykl zostat opatrzony polskojgzycznym i angielskojezycznym wstegpem.
Taka forma doskonale spetnia nie tylko wymogi formalne, a takze wspétczesne oczekiwania
dotyczace eksperymentalnych prac doktorskich. Warto podkresli¢, ze na cykl sktadajg sie az
trzy prace o charakterze badawczym (oryginalne), opublikowane w pismach punktowanych
w zakresie od 3,811 do 4,868 (Impact Factor). Tekst pracy jest napisany starannie, jezykiem
poprawnym, przejrzystym i zrozumiatym, cho¢ Doktorantka nie unikneta drobnych
przypadkéw zargonu naukowego i zapozyczeri jgzykowych: ,hamnazanie”, sekwencje
,wysoko zakonserwowane”, profagi ,zrekombinowane”. Powyzsze okreélenia warto bytoby
zastapi¢ innymi, lepiej brzmigcymi w jezyku polskim. Z formalnego obowigzku wspomne
o kilku literéwkach:

- ,lamdoidalnych” str. 6,
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- ,2 wykorzystaniem lizogennych mutantami delecyjnymi” str. 10,
jednak chciatabym podkresli¢, ze rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie i

czytanie jej byto prawdziwa przyjemnoscia.

Podsumowanie

Po doktadnym zapoznaniu sie z przedstawiong do oceny pracy, jestem przekonana, ze
zakres wykonanych badan i uzyskanych wynikéw, z pewnoscia spetnia wymagania stawiane
pracom doktorskim. Przeprowadzone badania dowodza duzych umiejetnosci Doktorantki w
poprawnym postugiwaniu sie nowoczesnymi metodami badawczymi. W pracy
wykorzystano szereg metod z zakresu biologii molekularnej (konstrukcja szczepow
delecyjnych w wielu wariantach, przygotowanie plazmidowych konstrukcji ekspresyjnych),
mikrobiologii (hodowla bakterii i bakteriofagdw, analizy cyklu fagowego), i in.. Wybor
metodologii uwazam za bardzo dobrze uzasadniony, nie tylko merytorycznie, ale takze
godnym uznania przygotowaniem praktycznym Doktorantki. Pragne réwniez podkreslic, ze
jestem pod wrazeniem ogromu pracy jaka zostata wykonana i sporego ,rozmachu”
prowadzonych badan.

Stwierdzam, ze Doktorantka wykonata ciekawg i nowatorska prace badawczg, wnoszgca
wart docenienia wktad w rozwigzywanie aktualnych probleméw zwigzanych ze zdrowiem
cztowieka. Rozprawa zostata napisana przejrzyscie pod wzgledem jezykowym. Zauwazone
drobne btedy oraz dodatkowe pytania w niczym nie umniejszajg wartosci rozprawy.
Przedstawiona do oceny rozprawa, w moim przekonaniu, spetnia wymagania stawiane
ustawowo rozprawom doktorskim, dlatego przedstawiam Wysokiej Radzie Wydziatu
Biologii Uniwersytetu Gdariskiego wniosek o dopuszczenie mgr Aleksandry Dydeckiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska odpowiada wymogom stawianym dysertacjom na
stopien naukowy doktora, okreslonym w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tj. Dz.U.
22016 r., poz. 882 ze zm.). Jednoczesnie wnoszeg o wyrdznienie przedmiotowej rozprawy.
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