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Streszczenie rozprawy doktorskiej  

 

Bakterie Escherichia coli produkujące toksynę Shiga, określane jako STEC 

(ang. Shiga toxin-producing E. coli), stanowią wysoce patogenne drobnoustroje 

odpowiedzialne za ciężkie choroby przewodu pokarmowego oraz zagrażające życiu 

powikłania ogólnoustrojowe u człowieka. Wirulencja STEC jest bezpośrednio 

związana z obecnością w ich genomach bakteriofagów Stx przenoszących geny 

niebezpiecznej dla zdrowia ludzi toksyny Shiga. Fagi Stx należą do rodziny fagów 

lambdoidalnych i wykazują znaczne podobieństwa w organizacji genomu oraz 

przebiegu cyklu życiowego do bakteriofaga λ, najlepiej poznanego faga łagodnego. 

Jednym z najdokładniej scharakteryzowanych przedstawicieli tej grupy wirusów 

bakteryjnych jest bakteriofag Φ24B, stanowiący model badawczy w niniejszej 

rozprawie doktorskiej. 

Podczas infekcji fag łagodny wprowadza do komórki bakteryjnej gospodarza 

swoje liniowe, dwuniciowe DNA i wybiera jedną z dwóch alternatywnych dróg 

rozwojowych: lizogeniczną lub lityczną. W trakcie lizogenii genom faga integruje się  

z chromosomem gospodarza, przyjmując formę profaga i replikuje się pasywnie 

wraz z genomem bakteryjnym. W tym stadium większość genów fagowych (w tym 

geny kodujące toksynę Shiga) pozostaje nieaktywna na poziomie transkrypcyjnym,  

a produkcja toksyny jest skutecznie zahamowana. Indukcja profaga, do której 

dochodzi pod wpływem działania różnych czynników zewnętrznych, inicjuje cykl 

lityczny. DNA faga ulega wówczas wycięciu z chromosomu gospodarza, replikuje 

się niezależnie od genomu bakterii, a następnie ulega transkrypcji i stanowi matrycę 

do syntezy fagowych białek strukturalnych oraz enzymów litycznych. Proces ten 

prowadzi ostatecznie do lizy komórki gospodarza i uwolnienia do światła jelita 

potomnych cząstek fagowych wraz z dużymi ilościami toksyny Shiga. Indukcja 

profaga może być wywołana przez różnorodne czynniki środowiskowe  

i fizjologiczne, w tym promieniowanie UV, nadtlenek wodoru oraz niektóre 

antybiotyki, dlatego nie powinny być one stosowane w leczeniu tego typu infekcji. 

Samo działanie toksyny Shiga polega na zahamowaniu syntezy białek poprzez 

zablokowanie translacji na etapie elongacji, co prowadzi do śmierci komórek  

i uszkodzenia tkanek. Klinicznie, infekcje STEC manifestują się krwawą biegunką, 
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bólem brzucha oraz wymiotami, a u 15–20% przypadków dochodzi do rozwoju 

ciężkich powikłań, takich jak krwotoczne zapalenie jelita grubego, zespół 

hemolityczno–mocznicowy (HUS) lub zakrzepowa plamica małopłytkowa (TTP). 

Szczególnie podatne na rozwój powikłań są dzieci poniżej piątego roku życia oraz 

osoby w podeszłym wieku, przy czym odnotowywana w tych grupach wiekowych 

śmiertelność może sięgać nawet 87%. Obecnie stosowane strategie terapeutyczne 

skierowane przeciwko bakteriom STEC mają swoje ograniczenia,  

a antybiotykoterapia jest niezalecana, ponieważ może stymulować indukcję 

profaga i uwalnianie toksyny, a tym samym nasilać objawy infekcji. 

Etap podjęcia decyzji o wyborze rozwoju lizogenicznego lub litycznego  

u fagów lambdoidalnych jest ściśle regulowany i zależy zarówno od stanu 

fizjologicznego komórki gospodarza, jak i od czynników regulatorowych 

kodowanych w genomie faga. Głównym czynnikiem kontrolującym przełączenie 

pomiędzy cyklami życiowymi faga jest represor CI – białko wiążące DNA, które 

hamuje transkrypcję z głównych promotorów fagowych (pL i pR), zapobiegając 

jednocześnie ekspresji większości fagowych genów, w tym tych kodujących białka 

związane z lizą oraz toksynę Shiga. Wejście faga w cykl lityczny wymaga inaktywacji 

represora CI. Jednym z najlepiej scharakteryzowanych mechanizmów tego procesu 

jest aktywacja bakteryjnej odpowiedzi SOS w następstwie uszkodzenia DNA, 

prowadząca do zależnej od RecA autokatalitycznej degradacji zarówno represora 

LexA gospodarza, jak i fagowego represora CI. Oprócz regulacji zależnej od 

odpowiedzi SOS, kodowane w genomie faga antyrepresory (w tym Cro, Ant, Roi  

i D_ant) mogą antagonizować działanie CI poprzez konkurencję o wiązanie  

w obrębie miejsc operatorowych głównych promotorów fagowych, umożliwiając  

w ten sposób ekspresję genów, których produkty białkowe odpowiadają za lizę 

komórki bakteryjnej. Ostatecznie dominacja represorów lub antyrepresorów  

w komórce determinuje kierunek rozwoju faga. 

Oprócz białek regulatorowych, małe, niekodujące RNA (sRNA) okazały się 

funkcjonować jako istotne modulatory ekspresji genów nie tylko u bakterii,  

ale i u bakteriofagów. Prokariotyczne cząsteczki sRNA mają zazwyczaj długość od 

50 do 550 nukleotydów i regulują ekspresję genów na poziomie potranskrypcyjnym 

poprzez parowanie się z docelowymi mRNA lub poprzez oddziaływanie z białkami  
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w celu modulowania ich aktywności. Najliczniejsza grupa bakteryjnych sRNA działa 

poprzez komplementarne wiązanie się z docelowym mRNA. Można tu wyodrębnić 

dwie podgrupy: sRNA zakodowane w pozycji cis oraz trans. Geny cis-kodowanych 

cząsteczek sRNA są zlokalizowane w genomie, w tym samym rejonie co ich geny 

docelowe, ale na nici antysensownej. Cząsteczki te wykazują pełną 

komplementarność z docelowym transkryptem, co prowadzi do wysoce swoistej 

regulacji, często poprzez hamowanie translacji lub indukowanie degradacji mRNA. 

Natomiast geny cząsteczek sRNA zakodowanych w pozycji trans są zlokalizowane 

w innych rejonach genomu niż docelowe miejsca wiązania dla tych cząsteczek  

i z reguły wiążą się z docelowymi transkryptami w obrębie krótszych sekwencji  

o niepełnym stopniu komplementarności. Dla stabilnego wiązania często 

wymagają obecności białek opiekuńczych, takich jak Hfq lub ProQ, oraz zazwyczaj 

pełnią funkcję globalnych regulatorów, oddziałując na wiele różnych mRNA, 

których produkty są zaangażowane m.in. w odpowiedź na stres czy proces 

adaptacji komórki do warunków środowiskowych. 

U eukariontów wyodrębnia się klasę wyjątkowo krótkich regulatorowych 

RNA, tzw. mikroRNA, które podobnie jak prokariotyczne sRNA odgrywają kluczową 

rolę w regulacji potranskrypcyjnej. Cząsteczki te, zwykle o długości 19–25 

nukleotydów, powstają z dłuższych prekursorów i zostały dobrze 

scharakteryzowane pod względem mechanizmu biogenezy oraz pełnionych funkcji. 

Co istotne, wirusy infekujące komórki eukariotyczne również posiadają geny 

kodujące mikroRNA. Cząsteczki te regulują ekspresję zarówno genów samego 

wirusa, jak i gospodarza, ułatwiając infekcję oraz utrzymanie wirusa w komórce.  

Podczas gdy większość dotąd opisanych prokariotycznych sRNA jest dłuższa 

(powyżej 50 nt) i nie podlega procesowi dojrzewania, najnowsze doniesienia 

wskazują, że małe RNA podobne do mikroRNA mogą również funkcjonować  

w systemach bakteryjnych, a ich geny zlokalizowane są zarówno w genomie 

bakterii, jak i faga. Cząsteczki te stanowią jednak niewielką frakcję opisanych dotąd 

fagowych i bakteryjnych sRNA, przy czym cząsteczki sRNA fagowego pochodzenia 

zostały dużo słabiej poznane, niż te zakodowane w genomach bakterii. 

Cząsteczkom tym poświęciliśmy pracę przeglądową, włączoną do niniejszej 

rozprawy doktorskiej jako praca nr 1. W pracy tej dokonaliśmy szczegółowej analizy 
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opisanych w literaturze sRNA fagowego pochodzenia, proponując ich podział ze 

względu na procesy, które kontrolują. W ten sposób zidentyfikowaliśmy sRNA 

uczestniczące w regulacji m.in.: (i) replikacji DNA faga, (ii) procesu lizogenizacji 

bakterii, (iii) podziału komórkowego, a także mające wpływ na (iv) metabolizm 

komórki, (v) jej odpowiedź na stres, a nawet (vi) patogenność [praca nr 1].  

Wśród opisanych w pracy nr 1 regulatorowych sRNA wspomniana została 

również fagowa cząsteczka 24B_1, której odkrycie w 2015 roku stanowiło istotny 

punkt zwrotny w badaniach nad prokariotycznymi cząsteczkami sRNA, podobnymi 

do eukariotycznych mikroRNA. 24B_1 to 20–nukleotydowa cząsteczka sRNA 

powstająca z 80–nukleotydowego transkryptu prekursorowego produkowanego 

przez niosącego geny toksyny Shiga bakteriofaga Φ24B. Cząsteczka ta stanowi 

pierwsze funkcjonalne sRNA o rozmiarze mikroRNA, które zidentyfikowano  

u bakteriofagów. Rola, znaczenie i funkcje tej cząsteczki zostały szczegółowo 

opisane przeze mnie i innych współautorów w pracy nr 2. W artykule tym 

zbadaliśmy wpływ cząsteczki 24B_1 na rozwój faga oraz jego gospodarza, bakterii 

E. coli, w warunkach jej nadekspresji. Dodatkowa kopia genu 24B_1 została 

wprowadzona do komórek na plazmidzie. W serii eksperymentów analizujących 

fizjologiczne aspekty rozwoju faga potwierdziliśmy, że pod względem 

funkcjonalnym cząsteczka 24B_1 stymuluje utrzymanie stanu profaga  

w komórkach E. coli. Zaobserwowaliśmy m.in., że nadekspresja fagowego sRNA 

24B_1 z naturalnego promotora (p24B_1) znacząco wpływa na wydajność plonu 

fagowego. Podczas infekcji z wykorzystaniem dzikiego typu faga Φ24B podwyższony 

poziom cząsteczki 24B_1 spowodował spadek efektywności produkcji potomnych 

cząstek fagowych (plonu fagowego) w cyklu litycznym, podczas gdy wydajność 

adsorpcji faga do powierzchni komórek gospodarza była istotnie zwiększona na 

wczesnych etapach infekcji. Pomimo zwiększonej wydajności adsorpcji, komórki 

bakteryjne z nadekspresją 24B_1 wykazywały obniżoną efektywność lizy oraz 

zwiększoną przeżywalność w porównaniu do szczepów kontrolnych. Efekty te 

towarzyszyły wyższemu odsetkowi lizogenów wśród komórek, które przetrwały 

infekcję, co wskazuje, że zwiększony poziom 24B_1 w komórce stymuluje rozwój 

faga w kierunku lizogenii. Tendencja ta była obserwowana przy różnych wartościach 

m.o.i. (ang. multiplicity of infection) oraz w warunkach sprzyjających zarówno 
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lizogenii, jak i rozwojowi litycznemu. Chociaż przeżywalność bakterii była niższa  

w warunkach bogatych w składniki odżywcze, sprzyjających cyklowi litycznemu, to 

jednak lizogeny stanowiły większość komórek, które przetrwały infekcję. 

Zgodnie z wynikami eksperymentów fizjologicznych, dodatkowo 

przeprowadzone analizy z wykorzystaniem RT-qPCR wykazały, że nadekspresja 

cząsteczki 24B_1 prowadzi do zmian w ekspresji genów fagowych. Podczas gdy 

poziomy ekspresji badanych genów we wczesnych etapach infekcji były 

początkowo podobne w komórkach bakteryjnych z naturalnym i podwyższonym 

poziomem produkcji 24B_1, to jednak geny związane z lizogenią, takie jak cI, cII i cIII, 

wykazywały znacznie wyższy poziom ekspresji w późniejszych etapach infekcji,  

w wariancie z nadekspresją 24B_1. Geny te kodują kluczowe białka regulatorowe 

ścieżki lizogenicznej, co potwierdza wcześniejsze obserwacje, że 24B_1 sprzyja 

ustanowieniu lizogenii.  

Oprócz wpływu na rozwój faga i ekspresję jego genów, nadekspresja 

cząsteczki 24B_1 spowodowała również zmiany w metabolizmie komórki 

gospodarza, przyczyniając się do przeprogramowania szlaków energetycznych 

komórki bakteryjnej na bardziej sprzyjające utrzymaniu stanu lizogenii. 

Podwyższony poziom 24B_1 spowodował istotne obniżenie 

wewnątrzkomórkowego stężenia ATP, nie wpływając przy tym na tempo wzrostu 

bakterii ani przeżywalność komórek. Z kolei analiza metabolomu w warunkach 

nadekspresji 24B_1 dodatkowo wykazała zaburzenia w centralnym metabolizmie 

węgla, charakteryzujące się obniżeniem poziomu fumaranu i akumulacją NAD⁺, 

kluczowych metabolitów z cyklu kwasu cytrynowego. Zastanawiając się, z czego 

może wynikać spadek poziomu fumaranu w komórce, analizie poddaliśmy 

sekwencje genów kodujących podjednostki enzymu dehydrogenazy 

bursztynianowej Sdh, który jest odpowiedzialny za przemianę bursztynianu  

w fumaran. Wykonana analiza bioinformatyczna pozwoliła zidentyfikować 

potencjalne miejsce wiązania dla 24B_1 w regionie 5′ mRNA genu sdhB. Badania 

wiązania RNA in vitro za pomocą metody różnicowej migracji kompleksów w żelu 

poliakrylamidowym (ang. mobility gelshift assay) wykazały, że dojrzała cząsteczka 

24B_1, w przeciwieństwie do swojego prekursora, jest zdolna do wiązania się z tym 

fragmentem mRNA, chociaż oddziaływanie to było stosunkowo słabe, co sugeruje, 
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że dodatkowe czynniki lub specyficzne warunki panujące w komórce mogą być 

wymagane do efektywnego wiązania in vivo. Wiązanie to, choć słabe, może 

wskazywać na bezpośrednie działanie 24B_1 na ekspresję genu sdhB, co może 

skutkować obniżeniem poziomu enzymu w komórce oraz zaburzeniem cyklu 

Krebsa na etapie przemiany bursztynianu w fumaran. W efekcie prowadzi to do 

nagromadzenia się NAD+ (albowiem nie ulega przemianie do NADH) oraz do spadku 

poziomu ATP w komórce wskutek zaburzenia całego procesu przemian 

energetycznych. Przypuszcza się, że niski poziom ATP w komórce może upośledzać 

działanie proteaz zależnych od ATP, co sprawia, że represory cyklu litycznego 

pozostają aktywne i kierują faga na drogę rozwoju lizogenicznego. 

Analizy strukturalne cząsteczek wykazały ponadto, że dojrzała cząsteczka 

24B_1 posiada mniej rozbudowaną strukturę drugorzędową niż jej prekursor, co 

zwiększa jej dostępność do oddziaływań międzycząsteczkowych in vivo. Z drugiej 

strony jednak, dalsze badania wykazały, że białko opiekuńcze Hfq wiąże formę 

prekursorową 24B_1, natomiast nie oddziałuje z dojrzałą cząsteczką, co sugeruje 

rolę Hfq w stabilizacji prekursora lub w procesie biogenezy, a nie na poziomie 

działania dojrzałego sRNA.  

Podsumowując najważniejsze osiągnięcia z pracy nr 2, uzyskane wyniki 

wskazują, że 24B_1 działa jako regulatorowe RNA kontrolujące zarówno 

metabolizm komórki gospodarza, jak i ekspresję genów fagowych, celem 

utrzymania faga w rozwoju lizogenicznym.  

Dalsze badania genomu faga Φ24B oraz analizy transkryptomiczne 

doprowadziły do identyfikacji kolejnego, fagowego, bardzo małego RNA – cząsteczki 

UpRoi1 o wielkości zaledwie 30 nukleotydów. W pracy nr 3 poddaliśmy tę 

cząsteczkę szczegółowej charakterystyce i wykazaliśmy, że w przeciwieństwie do 

24B_1, cząsteczka UpRoi1 stymuluje lityczny rozwój faga. Zidentyfikowaliśmy 

potencjalne miejsca wiązania dla tej cząsteczki zarówno w genomie faga, jak  

i bakterii oraz eksperymentalnie potwierdziliśmy, że UpRoi1 bezpośrednio 

oddziałuje zarówno z transkryptem fagowym, jak i bakteryjnym, a wiązania te są 

stabilizowane przez białko opiekuńcze ProQ.   

Cząsteczka UpRoi1 jest kodowana przez gen uproi1, który znajduje się  

w rejonie regulatorowym genomu faga pomiędzy genami ant i roi, ale na nici 
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przeciwnej oraz posiada zidentyfikowane sekwencje promotora pN i terminatora T2. 

Analizy ilościowe z wykorzystaniem metody RT–qPCR potwierdziły powstawanie 

transkryptu UpRoi1 w lizogennej komórce i wykazały, że jego poziom wzrasta 

znacząco po indukcji profaga, przy czym najwyższa ekspresja obserwowana była 

podczas transkrypcji z naturalnego promotora pN. Nawet w warunkach 

spontanicznej indukcji, wariant z nadekspresją UpRoi1 wykazywał znacząco 

podwyższony poziom tego transkryptu w komórce, potwierdzając jego efektywną 

produkcję pomimo braku egzogennego induktora. Dalsze eksperymenty wykazały, 

że nadekspresja cząsteczki UpRoi1 istotnie wpłynęła na obniżenie przeżywalności 

bakterii po infekcji i nasilała lizę komórek w hodowli zarówno w warunkach 

spontanicznej, jak i wymuszonej mitomycyną C indukcji profaga. Efekt ten 

towarzyszył około dziesięciokrotnemu wzrostowi liczby cząstek fagowych oraz 

zmniejszeniu procentowego udziału żywych komórek gospodarza w hodowli, co 

potwierdzają wyniki analiz z wykorzystaniem cytometrii przepływowej.  

Lokalizacja w genomie faga oraz wysoki poziom komplementarności do 

potencjalnych sekwencji docelowych sugerowały, że UpRoi1 może działać jako 

cząsteczka RNA typu cis, oddziałując na niepodlegający translacji region 5’UTR 

transkryptu genu roi. Analiza wiązania RNA in vitro za pomocą metody różnicowej 

migracji kompleksów w żelu poliakrylamidowym wykazała bezpośrednie wiązanie 

UpRoi1 z 100–nukleotydowym fragmentem 5’UTR mRNA genu roi. Białko 

opiekuńcze ProQ zostało zidentyfikowane jako stabilizujące ten kompleks, 

natomiast białko Hfq nie wykazało powinowactwa do tego kompleksu. Analizy 

spektroskopowe również potwierdziły tę interakcję. Obserwowane zmiany wartości 

absorbancji w zakresie promieniowania UV oraz zmiany w widmie dichroizmu 

kołowego (CD) wskazują na reorganizację strukturalną w wyniku tworzenia 

kompleksu. Uzyskana wartość stałej wiązania (Kbind = 3,81 × 10⁶ M⁻¹) wskazuje na 

wysoki stopień powinowactwa, a ujemna wartość zmiany energii swobodnej Gibbsa 

(ΔG = −37,52 kJ/mol) świadczy o spontanicznym, termodynamicznie korzystnym  

i stabilnym charakterze tego wiązania. Analiza widma CD dodatkowo wykazała, że 

chociaż UpRoi1 samodzielnie charakteryzuje się ograniczoną stabilnością 

strukturalną, jego interakcja z 5’UTR mRNA genu roi sprzyja powstawaniu wysoko 

uporządkowanej konformacji bogatej w struktury helikalne.  
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 Dodatkowo potwierdzone przez nas wiązanie regulatora odpowiedzi SOS, 

białka LexA, do regionu promotora naturalnego pN sugeruje, że ekspresja UpRoi1 

jest zintegrowana z systemem odpowiedzi SOS u gospodarza. Z kolei analizy RNA–

seq i RT–qPCR wykazały zwiększoną ekspresję fagowych genów antyrepresorowych 

(cro, roi, ant i d_ant) w komórkach z nadekspresją UpRoi1, podczas gdy poziom 

transkryptu represora CI pozostawał niezmieniony, co wskazuje, że regulacja 

sprzyja aktywności antyrepresorów i nie wpływa bezpośrednio na poziom mRNA 

genu cI w komórce. 

Na tej podstawie zaproponowaliśmy zależny od cząsteczki UpRoi1 

mechanizm przełączenia cyklu życiowego faga Φ24B [Ryc. 9 z pracy nr 3].  

W regulacji tej białko LexA, pełniące rolę represora w bakteryjnym systemie 

odpowiedzi SOS, wiąże się z sekwencją promotorową pN genu uproi1 i hamuje jego 

transkrypcję. W wyniku uszkodzeń DNA (powstałych na skutek np. działania światła 

UV lub innych czynników) w komórce gromadzą się fragmenty ssDNA, których 

obecność z kolei prowadzi do aktywacji białka naprawczego RecA. Aktywacja RecA 

inicjuje jednocześnie dwa mechanizmy inaktywacji białka CI (odpowiedzialnego za 

utrzymanie stanu lizogenii): bezpośrednią autoproteolizę białka CI oraz pośrednią, 

będącą efektem degradacji białka LexA, do której dochodzi właśnie w wyniku 

aktywności białka RecA. Degradacja represora LexA prowadzi do odblokowania 

transkrypcji genu uproi1. Produkowana jest wówczas cząsteczka UpRoi1, która 

wiąże się z 5’UTR genu antyrepresora Roi, a dokładnie w obrębie sekwencji 

terminatora T1 zlokalizowanej powyżej genu roi i pokrywającej się z jego potencjalną 

sekwencją promotorową p946. Wydaje się, że ko–lokalizacja terminatora T1 oraz 

promotora stanowi zabezpieczenie przed przedwczesną transkrypcją genu roi. 

Dopiero obecność cząsteczki sRNA UpRoi1 i jej interakcja z sekwencją 5’UTR mRNA 

genu roi prawdopodobnie destabilizuje strukturę terminatora T1, umożliwiając  

w ten sposób zwiększoną ekspresję genu roi z promotora p946. Dochodzi wówczas 

do produkcji antyrepresora Roi, którego produkt może konkurować z CI o wiązanie 

do miejsc operatorowych głównych promotorów fagowych pR i pL. W efekcie oba 

mechanizmy, bezpośredni i pośredni, prowadzą do zniesienia hamującego 

działania CI; dochodzi do transkrypcji wczesnych genów fagowych znajdujących się 
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pod kontrolą promotrów pR oraz pL i następuje przełączenie cyklu życiowego faga na 

rozwój lityczny.  

W pracy nr 3 dowiedliśmy również, że poza regulacją ekspresji genów 

fagowych, UpRoi1 moduluje również ekspresję genów gospodarza znajdujących się 

w pozycji trans do genu cząsteczki. Analiza transkryptomiczna wykazała obecność 

158 genów z podwyższonym poziomem ekspresji oraz 83 genów z obniżonym 

poziomem ekspresji w komórkach z nadekspresją cząsteczki UpRoi1. Szczególnie 

zauważalne było znaczące podwyższenie poziomu ekspresji genów (cheA, cheW, 

tar, tap, tsr, motA, motB, fliC i flgL) zaangażowanych w ruchy chemotaktyczne  

i składanie wici. Profilowanie proteomiczne wykazało podwyższony poziom białek 

związanych z aktywnością transkrypcyjną i translacyjną, przy jednoczesnym 

istotnym obniżeniu poziomu DnaA, inicjatora replikacji DNA chromosomalnego. 

Sugeruje to możliwą redystrybucję zasobów komórkowych gospodarza na rzecz 

procesu replikacji genomu fagowego podczas rozwoju litycznego. 

Dalsze badania z wykorzystaniem narzędzi bioinformatycznych wraz  

z analizą powyższych danych transkryptomicznych pozwoliły na zidentyfikowanie 

mRNA genu flgL jako bezpośredniego celu bakteryjnego dla cząsteczki UpRoi1. Gen 

ten koduje białko łączące hak i włókno w strukturze wici bakteryjnej. 

Przeprowadzony test różnicowej migracji kompleksów w żelu poliakrylamidowym 

wykazał, że RNA UpRoi1 i 85–nukleotydowy fragment mRNA flgL tworzą wiązanie  

o wysokim powinowactwie, które może być stabilizowane przez białko opiekuńcze 

ProQ. Pomiary spektroskopowe potwierdziły silną i spontaniczną interakcję (Kbind = 

4,71 × 10⁷ M⁻¹; ΔG = −43,75 kJ/mol). W kontekście fizjologicznym nadekspresja 

UpRoi1 zwiększała ruchliwość bakterii, co potwierdzono obserwacją wzmożonego 

rozproszenia komórek w agarze, w warunkach spontanicznej indukcji, skorelowaną 

ze wzrostem poziomu ekspresji flgL. Sugerujemy, że taka pozytywna, zależna od 

UpRoi1 regulacja może wynikać z preferencji faga do rozwoju litycznego  

w warunkach bogatych w składniki odżywcze i potrzeby ukierunkowania lizogennej 

komórki na poszukiwania takiego środowiska. 

W efekcie badań nad cząsteczkami sRNA fagowego pochodzenia, wspólnie  

z naukowcami z Wydziału Chemii Uniwersytetu Gdańskiego oraz Wydziału Biologii 

Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu, wypracowaliśmy jeszcze jedno 
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ważne, interdyscyplinarne rozwiązanie [praca nr 4]. Jest to procedura analizy 

wiązania małych cząsteczek sRNA z docelowymi transkryptami, łącząca technikę 

badania wiązania RNA in vitro za pomocą metody różnicowej migracji kompleksów 

w żelu poliakrylamidowym z chemicznymi analizami spektroskopowymi opartymi 

na obserwacji zmian absorbancji w zakresie promieniowania UV oraz zmian  

w widmie CD. Połączenie trzech technik pozwoliło wypracować wiarygodne 

narzędzie do badania siły, stabilności i spontaniczności (samorzutności) procesu 

wiązania sRNA–mRNA. 

W świetle uzyskanych dotąd wyników, możemy wskazać na przeciwstawne 

działanie cząsteczek 24B_1 i UpRoi1 oraz wysunąć główny wniosek, że fagowe 

sRNA o wielkości eukariotycznych mikroRNA mogą pełnić funkcję czynników 

regulatorowych kontrolujących przełączanie się cyklu życiowego faga. Podobne 

funkcje pełnią cząsteczki mikroRNA wirusów infekujących komórki eukariotyczne, 

np. herpeswirusów, które wykazują istotne podobieństwa w cyklu życiowym  

z łagodnymi bakteriofagami ogonkowymi, w tym fagami Stx. Obie te grupy wirusów 

wykazują zdolność do przełączania się pomiędzy utajonym stanem 

latencji/lizogenii a rozwojem litycznym. W okresie latencji herpeswirusów (lizogenii 

u fagów) większość genów wirusowych pozostaje nieaktywna, podczas gdy 

ograniczony zestaw genów aktywnych zapewnia utrzymanie genomu w komórce  

i unikanie mechanizmów obronnych gospodarza. Reaktywacja wirusa tudzież 

indukcja profaga uruchamia wycięcie, a następnie replikację fagowego DNA oraz 

jego dalszy rozwój lityczny, który prowadzi do zniszczenia komórki gospodarza  

i uwolnienia potomnych wirusów. U herpeswirusów mikroRNA odgrywają kluczową 

rolę w regulacji przełączenia pomiędzy cyklami życiowymi wirusa. Większość 

opisanych cząsteczek kontroluje fazę latencji poprzez hamowanie ekspresji genów 

litycznych, ale nieliczne sprzyjają również rozwojowi litycznemu. Te wirusowe 

mikroRNA często są kodowane na nici antysensownej i regulują ekspresję zarówno 

genów wirusowych, jak i genów gospodarza zaangażowanych m.in. w proces 

apoptozy, metabolizm, czy migrację komórek. 

Opisane powyżej wyniki niewątpliwie wskazują, że fagowe sRNA typu 

mikroRNA stanowią dodatkowy mechanizm regulacji ekspresji genów i kontrolują 

rozwój bakteriofagów oraz interakcje fag–gospodarz. Poprzez modulowanie 
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ekspresji genów fagowych represorów, antyrepresorów oraz genów gospodarza, te 

małe RNA przyczyniają się do precyzyjnej kontroli cyklu życiowego faga. 

Zrozumienie mechanizmów działania fagowych sRNA nie tylko pogłębia 

podstawową wiedzę na temat biologii fagów, ale także otwiera nowe perspektywy 

dla strategii terapeutycznych mających na celu ograniczenie produkcji toksyny 

Shiga poprzez stabilizację stanu utajonego fagów Stx w patogennych szczepach  

E. coli. W świetle tych wyników można również wskazać, że fagi Stx niosą geny 

cząsteczek sRNA funkcjonalnie analogiczne do eukariotycznych mikroRNA. 

Sprzyjająca lizogenii cząsteczka 24B_1 stanowi pierwszy dowód na istnienie 

mechanizmu regulacyjnego podobnego do tego funkcjonującego  

u wirusów infekujących komórki eukariotyczne. Następstwem tego odkrycia było 

zidentyfikowanie i scharakteryzowanie kolejnego fagowego sRNA, UpRoi1, które 

również odgrywa kluczową rolę w podejmowaniu przez faga decyzji o wyborze 

ścieżki rozwojowej. Poza rolą w regulacji ekspresji genów fagowych i stymulowaniu 

rozwoju litycznego, cząsteczka UpRoi1 kontroluje również ekspresję genów 

gospodarza poprzez bezpośrednie wiązanie się z mRNA genu flgL. Oddziaływanie to 

może ułatwiać rozprzestrzenianie się cząstek wirusowych poprzez stymulację 

migracji komórek bakteryjnych w kierunku korzystniejszego środowiska, tym 

samym zapewniając równowagę pomiędzy produkcją cząstek fagowych  

a przetrwaniem populacji gospodarza. UpRoi1, podobnie jak mikroRNA 

herpeswirusów, które zwiększają migrację i inwazję komórek gospodarza, wydaje 

się sprzyjać rozprzestrzenianiu się wirusa poprzez kontrolę procesów życiowych 

bakterii. 

Te obserwacje niewątpliwie potwierdzają hipotezę, że bakteriofagi łagodne 

niosą geny kodujące regulatorowe sRNA, pod wieloma względami przypominające 

cząsteczki mikroRNA funkcjonujące w komórkach eukariotycznych. Fagowe sRNA 

wyłaniają się zatem jako kluczowe regulatory interakcji fag–gospodarz, aktywowane 

przez sygnały środowiskowe, zmiany stanu metabolicznego komórki oraz zmiany  

w wielkości populacji bakterii celem ukierunkowania faga na właściwą ścieżkę 

rozwoju. Interwencja terapeutyczna zorientowana na tego typu cząsteczki sRNA lub 

ich interakcje z docelowymi transkryptami może stanowić nową strategię kontroli 

indukcji profaga i ograniczenia produkcji toksyny Shiga podczas infekcji STEC.  



17 
 

Lista publikacji wchodzących w skład rozprawy doktorskiej: 
 

Praca nr 1 
Lewandowska, N., Bloch, S., Łukasiak, A., Wesołowski, W., Węgrzyn, G., & 

Nejman-Faleńczyk, B. (2025). The role of bacteriophage-derived small RNA 
molecules in bacterial and phage interactions. Viruses, 17(6), 834. 
(https://doi.org/10.3390/v17060834). 
 
 Praca nr 2 

Bloch, S., Lewandowska, N., Zwolenkiewicz, J., Mach, P., Łukasiak, A., 
Olejniczak, M., Donaldson, L. W., Węgrzyn, G., & Nejman-Faleńczyk, B. (2023). 
Bacteriophage-encoded 24B_1 molecule resembles herpesviral microRNAs and 
plays a crucial role in the development of both the virus and its host. Plos One, 
18(12), e0296038. (https://doi.org/10.1371/journal.pone.0296038). 
 
Praca nr 3  

Bloch, S., Lewandowska, N., Zwolenkiewicz-Nowak, J., Mazur, M., 
Chylewska, A., Dąbrowska, A. M., Musiał, N., Czaplewska, P., Wesołowski, W., 
Łukasiak, A., Ferenc, M., Pietrzycki, M., Węglińska, E., Mach, P., Węgrzyn, G., 
Olejniczak, M., & Nejman-Faleńczyk, B. (2026). UpRoi1 - the phage-derived 
microRNA-size non-coding RNA molecule regulating both phage and its bacterial 
host development. Biochimica et Biophysica Acta. Gene Regulatory Mechanisms, 
1869(1), 195135. (https://doi.org/10.1016/j.bbagrm.2026.195135). 
 
Praca nr 4 

Lewandowska, N., Bloch, S., Chylewska, A., Dąbrowska, A. M., Mazur, M., 
Zwolenkiewicz, J., Wesołowski, W., Łukasiak, A., Węglińska, E., Olejniczak, M., 
Węgrzyn, G., & Nejman-Faleńczyk, B. (2026). Application of ultraviolet (UV) and 
circular dichroism (CD) spectroscopies to study RNA-RNA interactions of regulatory 
RNAs of bacteriophage origin. Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.), 3004, 
123–136. (https://doi.org/10.1007/978-1-0716-5084-4_8). 

 

 

 

 

 

 

 



18 
 

Abstract of doctoral dissertation 

 

Shiga toxin–producing Escherichia coli (STEC) are highly pathogenic bacteria 

responsible for severe gastrointestinal diseases and life-threatening complications 

in humans. The virulence of STEC is directly associated with the presence in their 

genomes of Stx bacteriophages, which carry the genes encoding the Shiga toxin,  

a dangerous threat to human health. Stx phages belong to the family of lambdoid 

phages and exhibit significant similarities in genome organization and life cycle to 

bacteriophage λ, which is the best characterized temperate phage. One of the most 

studied representatives of this group of bacterial viruses is bacteriophage Φ24B, 

which serves as the model system in this doctoral dissertation. 

During infection, a temperate phage injects its linear double–stranded DNA 

into the bacterial host cell and chooses one of the two alternative developmental 

pathways: the lysogenic or the lytic cycle. During lysogeny, the phage genome 

integrates into the host chromosome, maintaining in the form of a prophage and 

replicating passively along with the bacterial genome. At this stage, most phage 

genes (including those encoding Shiga toxin) remain transcriptionally inactive, and 

toxin production is effectively suppressed. Prophage induction, triggered by various 

external factors, initiates the lytic cycle. At this point, phage DNA is excised from the 

host chromosome, replicates independently apart from the bacterial genome, and 

is next transcribed, serving as a template for the synthesis of structural phage 

proteins and lytic enzymes. This process ultimately leads to lysis of the host cell and 

the release of progeny phage particles, along with large amounts of Shiga toxin, into 

the intestinal lumen. Prophage induction may be triggered by a variety of 

environmental and physiological factors, including UV radiation, hydrogen peroxide, 

and certain antibiotics, therefore, they should not be used in the treatment of these 

infections. The mechanism of Shiga toxin action involves inhibition of protein 

synthesis through blockade of translation at the elongation stage, leading to cell 

death and tissue damage. Clinically, STEC infections manifest as bloody diarrhea, 

abdominal pain, and vomiting, and in 15–20% of cases, they can develop to severe 

complications such as hemorrhagic colitis, hemolytic uremic syndrome (HUS), or 

thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP). Children under five years of age and 
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elderly individuals are particularly sensitive to these complications, with reported 

mortality rates in these groups reaching even 87%. Currently, available therapeutic 

strategies targeting STEC bacteria have significant limitations, and antibiotic 

therapy is not recommended, as it may stimulate prophage induction and toxin 

release, thereby worsening the infection. 

The choice between lysogenic and lytic development in lambdoid phages is 

tightly regulated and depends both on the physiological state of the host cell and on 

regulatory factors encoded within the phage genome. The main factor controlling 

the switch between phage life cycles is the CI repressor – a DNA–binding protein that 

inhibits transcription from the major phage promoters (pL and pR), thereby 

preventing the expression of most phage genes, including those encoding lysis–

associated proteins and Shiga toxin. The entrance of the phage into the lytic cycle 

requires inactivation of the CI repressor. One of the best characterized mechanisms 

of this process is activation of the bacterial SOS response following DNA damage. 

This leads to RecA–dependent autocatalytic cleavage of both the host LexA 

repressor and the phage CI repressor. In addition to SOS–dependent regulation, 

antirepressors encoded in the phage genome (such as Cro, Ant, Roi, and D_ant) can 

antagonize CI activity by competition for binding at operator sites within the major 

phage promoters, thereby enabling the expression of genes whose protein products 

are responsible for bacterial cell lysis. Ultimately, the dominance of repressors or 

antirepressors within the cell determines the developmental pathway of the phage. 

In addition to regulatory proteins, small non–coding RNAs (sRNAs) have 

emerged as important controllers of gene expression not only in bacteria but also in 

bacteriophages. Prokaryotic sRNAs are typically 50 to 550 nucleotides in length and 

regulate gene expression at the posttranscriptional level, either by base pairing with 

target mRNAs or by interacting with proteins to modulate their activity. The largest 

group of bacterial sRNAs functions through complementary binding to target 

mRNAs. Within this group, two subtypes can be distinguished: cis–encoded and 

trans–encoded sRNAs. Genes encoding cis–acting sRNAs are located in the 

genome in the same region as their target genes but on the opposite strand. These 

molecules pair to target RNA with full complementarity that results in highly specific 

regulation, often through inhibition of translation or induction of mRNA degradation. 
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On the other hand, genes encoding trans–acting sRNAs, are located in genomic 

regions distinct from their target binding sites. Besides, these molecules typically 

pair through shorter sequences with limited complementarity. For stable 

interaction, they often require the support of RNA chaperone proteins such as Hfq 

or ProQ. These sRNAs generally act as global regulators, influencing multiple mRNA 

targets whose gene products are involved, for example, in stress responses and 

cellular adaptation to environmental conditions. 

In eukaryotes, a distinct class of very short regulatory RNAs, known as 

microRNAs (miRNAs), has been identified. Similar to prokaryotic sRNAs, these 

molecules play a key role in posttranscriptional regulation. Typically, only 19–25 

nucleotides in length, microRNAs are produced from longer precursor transcripts 

and have been extensively characterized in terms of both their biogenesis and 

functional roles. Importantly, viruses that infect eukaryotic cells also encode 

microRNAs in their genomes. These molecules may regulate the expression of both 

viral and host genes, thereby facilitating infection and promoting viral stability within 

the host cell. 

While most prokaryotic sRNAs that have been described till now are 

relatively long (above 50 nucleotides) and do not undergo a maturation process, 

recent reports indicate that microRNA–type small RNAs may also function in 

bacterial systems, and their genes might be located in both bacterial and phage 

genomes. Importantly, these very short molecules constitute only a small fraction 

of the sRNAs identified so far in bacteria and bacteriophages. Moreover, phage–

encoded sRNAs remain less well characterized than those encoded in bacterial 

genomes, so these molecules were reviewed in this doctoral dissertation in the 

frame of article no. 1. In this paper, we performed a detailed analysis of phage–

derived sRNAs described in the literature and proposed their classification based 

on the biological processes they regulate. This approach enabled the identification 

of sRNAs involved in the regulation of, among others: (i) phage DNA replication, (ii) 

bacterial lysogenization, (iii) cell division, as well as sRNAs influencing (iv) cellular 

metabolism, (v) stress response, and even (vi) pathogenicity [article no. 1].  

Among the regulatory sRNAs described in article no. 1, the phage–derived 

molecule 24B_1 was also mentioned. Its discovery in 2015 set a significant turning 
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point in studies of prokaryotic sRNAs resembling eukaryotic microRNAs. 24B_1 is  

a 20–nucleotide sRNA molecule originating from an 80–nucleotide precursor 

transcript produced by the Shiga toxin–encoding bacteriophage Φ24B. This 

molecule represents the first functional sRNA of microRNA–like size identified in 

bacteriophages. Its role, significance, and functions were widely characterized by 

us in article no. 2. In this study, we investigated the impact of 24B_1 on the 

development of the phage and its host, E. coli, under conditions of its 

overexpression. An additional copy of the 24B_1 gene was incorporated into cells on 

a plasmid. Through a series of experiments analyzing physiological aspects of 

phage development, we demonstrated that, functionally, 24B_1 promotes 

maintenance of the prophage state in E. coli cells. Notably, overexpression of the 

phage–encoded sRNA 24B_1 from its natural promoter (p24B_1) significantly affected 

phage progeny. During infection with wild-type Φ24B, elevated levels of 24B_1 sRNA 

resulted in reduced efficiency of progeny phage production in the lytic cycle, while 

phage adsorption to the host cell surface was significantly increased at early stages 

of infection. Despite increased adsorption efficiency, bacterial cells overexpressing 

24B_1 exhibited reduced lysis efficiency and increased survival compared to control 

strains. These effects were coupled with a higher proportion of lysogens among 

cells that survived infection, indicating that an increased level of 24B_1 in the cell 

promotes phage development toward lysogeny. This trend was observed across 

different multiplicities of infection (m.o.i.) and under conditions that favored both 

lysogenic and lytic development. Although bacterial survival rate was lower under 

nutrient–rich conditions favoring the lytic cycle, nevertheless, lysogens constituted 

the majority of cells that survived infection. 

Consistent with the results of the physiological experiments, additional  

RT–qPCR analyses demonstrated that overexpression of the 24B_1 molecule leads 

to changes in phage gene expression. While the expression levels of the analyzed 

genes at early stages of infection were initially comparable between bacterial cells 

with normal and elevated 24B_1 production efficiency, in the overexpression 

variant, at later stages of infection, genes associated with lysogeny – such as cI, cII, 

and cIII – showed markedly higher expression levels. These genes encode key 
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regulatory proteins of the lysogenic pathway, thereby confirming earlier 

observations that 24B_1 promotes the establishment of lysogeny. 

In addition to its impact on phage development and gene expression, 

overexpression of the 24B_1 molecule altered host cell metabolism, contributing to 

the reprogramming of bacterial energy pathways toward conditions that are more 

favorable for maintenance of the lysogenic state. Elevated levels of 24B_1 resulted 

in a significant reduction in intracellular ATP concentration, with no effect on 

bacterial growth rate or cell viability. Metabolomic analysis under conditions of 

24B_1 overexpression further revealed disruptions in central carbon metabolism, 

characterized by decreased levels of fumarate and accumulation of NAD⁺, key 

metabolites of the tricarboxylic acid cycle. To investigate the observed decrease in 

intracellular fumarate levels, we analyzed the sequences of genes encoding 

subunits of succinate dehydrogenase Sdh, the enzyme responsible for the 

conversion of succinate to fumarate. Bioinformatic analysis identified a potential 

24B_1 binding site within the 5' region of the sdhB gene mRNA. In vitro RNA–binding 

assays, based on differential mobility of molecules and their complexes in a gel, 

demonstrated that the mature 24B_1 molecule, contrary to its precursor, is capable 

of binding to this mRNA fragment, although the interaction was relatively weak. This 

suggests that maybe additional factors or specific intracellular conditions may be 

required for efficient binding in vivo. Despite its low affinity, this interaction may 

indicate a direct role of 24B_1 in regulating sdhB expression, potentially leading to 

reduced levels of the enzyme and disruption of the Krebs cycle at the point of 

succinate to fumarate conversion. As a consequence, NAD⁺ accumulates (due to 

its reduced conversion to NADH), and cellular ATP levels decrease as a result of 

impaired energy metabolism. It is hypothesized that reduced intracellular ATP levels 

may disturb the activity of ATP–dependent proteases, thereby allowing repressors 

of the lytic cycle to remain active and directing the phage toward the lysogenic 

development pathway. 

Further structural analyses demonstrated that the mature 24B_1 molecule 

shows a less complex secondary structure than its precursor, which likely increases 

its accessibility for intermolecular interactions in vivo. On the other hand, the 

following studies revealed that the RNA chaperone protein Hfq binds the precursor 
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form of 24B_1, but does not interact with the mature molecule. This observation 

suggests that Hfq plays a role in precursor stabilization or in the biogenesis process, 

rather than in the functional activity of the mature sRNA itself. 

In summary, the key findings of article no. 2 indicate that 24B_1 functions as  

a regulatory RNA that controls both host cell metabolism and phage gene 

expression, thereby promoting maintenance of the phage in the lysogenic 

developmental pathway. 

Further investigation of the Φ24B phage genome, combined with 

transcriptomic analyses, led to the identification of another phage–encoded, very 

small RNA molecule – UpRoi1, containing only 30 nucleotides in length. In article 

no. 3, we performed a detailed characterization of this molecule and demonstrated 

that, in contrast to 24B_1, UpRoi1 promotes the lytic development of the phage. We 

identified potential binding sites for this molecule in both the phage and bacterial 

genomes and experimentally confirmed that UpRoi1 directly interacts with both 

phage and bacterial transcripts. These interactions are stabilized by the RNA 

chaperone protein ProQ. 

The UpRoi1 molecule is encoded by the uproi1 gene, located within the 

regulatory region of the phage genome between the ant and roi genes, but on the 

opposite strand, and contains identified pN promoter and T2 terminator sequences. 

Quantitative analyses using RT–qPCR confirmed the production of the UpRoi1 

transcript in lysogenic cells and demonstrated that its levels increase significantly 

after prophage induction, with the highest expression observed during transcription 

from its natural pN promoter. Even under conditions of spontaneous induction, the 

UpRoi1 overexpression variant exhibited a significantly elevated level of this 

transcript in the cell, confirming its efficient production in the absence of the 

exogenous inducer. Further experiments showed that overexpression of UpRoi1 

significantly reduced bacterial survival after infection and enhanced cell lysis in 

culture under both spontaneous conditions and mitomycin C–induced prophage 

activation. This effect was coupled with an approximately tenfold increase in the 

number of phage progeny particles, as well as a decrease in the percentage of viable 

host cells in the culture, as confirmed by flow cytometry analyses. 
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The genomic localization of UpRoi1, together with its high level of 

complementarity to the potential target sequence, suggested that it may function 

as a cis–acting RNA molecule, interacting with the non–translated 5′UTR region of 

the roi gene transcript. In vitro RNA–binding analysis demonstrated direct binding of 

UpRoi1 to a 100 nucleotide long fragment of the 5′UTR of roi gene mRNA. The RNA 

chaperone protein ProQ was identified as a stabilizing factor for this complex, 

whereas Hfq showed no affinity to it. Spectroscopic analyses further confirmed this 

interaction. Observed changes in UV absorbance, as well as alterations in circular 

dichroism (CD) spectra, indicated structural reorganization upon complex 

formation. The calculated binding constant (Kbind = 3.81 × 10⁶ M⁻¹) indicates high 

binding affinity, while the negative Gibbs free energy (ΔG = −37.52 kJ/mol) reflects  

a spontaneous, thermodynamically favorable, and stable interaction. CD spectral 

analysis additionally revealed that although UpRoi1 alone exhibits limited structural 

stability, its interaction with the structured 5′UTR of roi mRNA promotes the 

formation of a highly ordered conformation enriched in helical structures. 

Furthermore, confirmed by us experimentally, the binding of the SOS 

response regulator, the LexA protein, to the natural pN promoter region suggests that 

UpRoi1 expression is integrated with the host SOS response system. In turn, RNA–

seq and RT–qPCR analyses revealed increased expression of phage antirepressor 

genes (cro, roi, ant, and d_ant) in cells that overexpressed UpRoi1, while the 

transcript level of the CI repressor remained unchanged. This indicates that the 

regulatory mechanism is based on antirepressor activity, instead of the direct effect 

on the cI gene mRNA level in the cell. 

Based on these findings, we proposed an UpRoi1–dependent mechanism of 

the bacteriophage Φ24B life cycle switch [Fig. 9 in the article no. 3]. In this 

regulatory model, LexA protein, acting as a repressor in the bacterial SOS response 

system, binds to the pN promoter sequence of the uproi1 gene and inhibits its 

transcription. In response to DNA damage (for example, caused by UV radiation or 

other stress factors), single–stranded DNA (ssDNA) accumulates in the cell, leading 

to activation of the DNA repair protein RecA. RecA activation simultaneously 

initiates two mechanisms of CI inactivation (the repressor responsible for 

maintaining lysogeny): direct autocleavage of the CI protein and an indirect pathway 
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resulting from LexA degradation, which is also mediated by RecA activity. 

Degradation of the LexA repressor relieves transcriptional repression of the uproi1 

gene. As a consequence of this, the UpRoi1 molecule is produced and binds to the 

5′UTR mRNA of the roi antirepressor gene, specifically within the T1 terminator 

sequence that is located upstream of the roi coding sequence and overlaps with its 

putative promoter p946. The co–localization of the T1 terminator and p946 promoter 

likely serves as a safeguard against premature transcription of the roi gene. In the 

presence of UpRoi1, whose interaction with the 5′UTR mRNA of the roi gene likely 

destabilizes the T1 terminator structure, the increased expression of roi from the p946 

promoter can occur. This results in the production of the Roi antirepressor, which 

can compete with CI for binding to operator sites of the major phage promoters pR 

and pL. Finally, both direct and indirect mechanisms lead to the abolition of CI–

mediated repression, enabling transcription of early phage genes located under the 

control of the pR and pL promoters and triggering the switch of the phage life cycle 

toward lytic development. 

In article no. 3, we also demonstrated that, in addition to regulating phage 

gene expression, UpRoi1 modulates the expression of host genes located in trans 

position relative to its encoding locus. Transcriptomic analysis revealed 158 genes 

with increased expression level and 83 genes with decreased expression level in 

cells overexpressing UpRoi1. Notably, there was a marked upregulation of genes 

(cheA, cheW, tar, tap, tsr, motA, motB, fliC, and flgL) involved in chemotaxis and 

flagellar assembly. Proteomic profiling further showed elevated levels of proteins 

associated with transcriptional and translational activity, alongside a significant 

decrease in the level of DnaA, the initiator of chromosomal DNA replication. This 

suggests a potential redistribution of host cellular resources in favor of phage 

genome replication during the lytic cycle. 

Further bioinformatic analyses, combined with the transcriptomic data, 

enabled the identification of flgL mRNA as a direct bacterial target of UpRoi1. This 

gene encodes a hook filament junction protein essential for flagellar structure. 

Mobility gelshift binding assay demonstrated that UpRoi1 RNA and an 85-

nucleotide-long fragment of flgL mRNA formed a high-affinity complex, stabilized by 

the RNA chaperone protein ProQ. Spectroscopic measurements confirmed a strong 
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and spontaneous interaction (Kbind = 4.71 × 10⁷ M⁻¹; ΔG = −43.75 kJ/mol). From  

a physiological perspective, UpRoi1 overexpression increased bacterial motility, as 

shown by increased dispersion of cells in agar under conditions of spontaneous 

induction, which correlated with elevated level of flgL expression. We propose that 

this positive, UpRoi1–dependent regulation may reflect a phage strategy favoring 

lytic development in nutrient–rich environments, potentially directing lysogenic 

host cells toward conditions conducive to such growth. 

As a result of our studies on phage–derived sRNA molecules, conducted in 

collaboration with researchers from the Faculty of Chemistry at the University of 

Gdańsk and the Faculty of Biology at Adam Mickiewicz University in Poznań, we 

developed an additional important interdisciplinary approach [article no. 4]. This 

approach includes a procedure for analyzing the binding of small sRNA molecules 

to their target transcripts, combining in vitro RNA–binding assays based on 

electrophoretic mobility shift analysis with chemical spectroscopic analyses, 

including measurements of changes in UV absorbance and circular dichroism 

spectra. The integration of these three techniques enabled the development of  

a potent and reliable tool for estimating the strength, stability, and spontaneity 

(thermodynamic favorability) of sRNA–mRNA interactions. 

In light of the results obtained so far, we can point to the opposing activities 

of the 24B_1 and UpRoi1 molecules and draw the main conclusion that phage–

encoded sRNAs of sizes comparable to eukaryotic microRNAs can function as 

regulatory factors controlling the switch of the phage life cycle. Similar roles are 

played by microRNAs of viruses infecting eukaryotic cells, such as herpesviruses, 

which exhibit notable similarities in their life cycles to temperate tailed 

bacteriophages, including Stx phages. Both groups of these viruses are capable of 

switching between a latent state (latency in herpesviruses, lysogeny in phages) and 

lytic development. During latency (or lysogeny), the majority of viral genes remain 

inactive, while a limited number of expressed genes ensure maintenance of the viral 

genome integrated into the host cell, and avoidance of host defense mechanisms. 

Viral reactivation, or prophage induction, initiates excision followed by replication 

of viral DNA and entry into the lytic cycle, finally leading to host cell lysis and release 

of progeny virions. In herpesviruses, microRNAs play a crucial role in regulating the 
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switch between life cycles. Most characterized microRNAs promote latency by 

repressing the expression of lytic genes, although some also facilitate lytic 

development. These viral microRNAs are often encoded on the antisense strand and 

regulate the expression of both viral and host genes involved in processes such as 

apoptosis, metabolism, and cell migration. 

The results described above clearly indicate that microRNA–like phage–

encoded sRNAs form an additional mechanism of gene expression regulation and 

control bacteriophage development and phage–host interactions. By modulating 

the expression of phage repressors, antirepressors, and host genes, these small 

RNAs contribute to the precise regulation of the phage life cycle. Understanding the 

mechanisms of action of phage–encoded sRNAs not only expands fundamental 

knowledge of phage biology but also opens new perspectives for therapeutic 

strategies aimed at reducing Shiga toxin production by maintaining the latent state 

of Stx phages in pathogenic E. coli strains. In light of these findings, it can be 

concluded that Stx phages encode sRNA molecules functionally analogous to 

eukaryotic microRNAs. The lysogeny–promoting molecule 24B_1 represents the 

first evidence of a regulatory mechanism resembling that observed in viruses 

infecting eukaryotic cells. This discovery was further extended by the identification 

and characterization of another phage–encoded sRNA, UpRoi1, which also plays a 

key role in phage developmental switch. Beyond its role in regulating phage gene 

expression and promoting lytic development, UpRoi1 also controls host gene 

expression through direct binding to the mRNA of the flgL gene. This interaction may 

facilitate the dissemination of viral particles by stimulating bacterial cell motility 

towards more favorable environments, thereby ensuring a balance between phage 

production and host population survival. Similar to herpesvirus microRNAs that 

enhance host cell migration and invasiveness, UpRoi1 appears to control viral 

spreading through the regulation of essential bacterial life processes.  

These observations strongly support the hypothesis that temperate 

bacteriophages carry genes encoding regulatory sRNAs that, in many aspects, 

resemble microRNA molecules functioning in eukaryotic cells. Phage–encoded 

sRNAs emerge here as key regulators of phage–host interactions, activated by 

environmental signals, triggers, and changes in cellular metabolic state or 
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fluctuations in bacterial population density, that direct the phage toward the 

appropriate development pathway. Therapeutic intervention involving such sRNAs, 

or their interactions with target transcripts, may represent a novel strategy for 

controlling prophage induction and limiting Shiga toxin production during STEC 

infections. 
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S1 Fig. The growth kinetics of E. coli bacteria in the presence of 0.4 mM (●) and 0.8 mM 

(▲) concentrations of IPTG. 
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S2 Fig. A representative NMR spectrum for metabolic changes in E. coli bacteria induced 

by the overproduced 24B_1 sRNA. 
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S3 Fig. The visualization of the potential interaction occurring between SdhB transcript 

and 24B_1 molecule performed by the IntaRNA program. 

The 24B_1 molecule is located at the bottom, whereas the target mRNA is at the top of 

the illustrated interaction. The energy score was calculated by the software. 
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Table S1. Chemically synthesized RNA oligonucleotides. 

Name Sequence (5’ → 3’) 

24B_1 20 UAACGUUAAGUUGACUCGGG 

 

 

Table S2. DNA oligonucleotides used to prepare templates for the in vitro transcription 

of the 81-nt long precursor of 24B_1 RNA and the 58-long fragment of 5ʹ-UTR of sdhB 

mRNA. 

Name Sequence (5’ → 3’) 

24_B1 81_F TAATACGACTCACTATAGCTTAAGGTATGATGGTTAGGGCCTCG

GGTTAACGTTAAGTTGAC TCGG 

24_B1 81_R GGGTGAACCTGAAGGCCTGATGTGGAAAGGCCCCGAGTCAAC

TTAACGTTAACC 

sdhB_F TAATACGACTCACTATAGTACTTACTAATGCGGAGACAGGAAA

ATGAGACTCG 

sdhB_R TTATAGCGATAAATTGAAAACTCGAGTCTCATTTTCCTGTCTCC 
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Supplementary raw gel images for  figures 9 and 10.   
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Suplement do pracy nr 3 
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Supplementary Fig. S1. Fluorescence vs. cycle number plot of RT-qPCR results 

showing the lack of UpRoi1 product in non-lysogen strains E. coli [pBAD24], E. coli 

[pBAD24_UpRoi1], and E. coli [pBAD24_pN_UpRoi1] as no fluorescence signal was 

observed below the 40th cycle, which is marked with a red dotted line. A sporadic 

fluorescence signal appearing above the 40th cycle is commonly interpreted as a 

result of probe contamination and does not indicate the formation of a target 

product [106]. 
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Supplementary Fig. S2. Panel A 
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Supplementary Fig. S2. Panel B 
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Supplementary Fig. S2. Panel C 
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Supplementary Fig. S2. Fragments of Φ24B phage genome sequence 

encompassing the roi, ant, and uproi1 genes. (A) Fragment of phage genome 

encompassing ant (green) and roi (red) sequences with indicated pairing site (blue) 

for UpRoi1 within 5′ UTR of the roi gene. The purple box indicates the 100 nt-long 

transcript fragment used for further binding analysis. The p946 promoter boxes -35 

(TTAACA) and -10 (GTTTTTTAT) of the roi gene are marked in blue, and the T1 

terminator (Rho-independent) located between the ant and roi genes is underlined 

(AACTTAACAAACCCAGCTTCGGCTGGGTTTTTTATTGCT). Importantly, the 

sequences of the p946 promoter and T1 terminator overlap. Downstream and 

upstream of them, there are located additional Rho-dependent terminators, 

T1_Rho, T2_Rho, and T3_Rho, whose rut sites, for binding of Rho protein, are 

underlined and marked in bold. (B) Sequence and secondary structure of 100-nt 

long RNA fragment containing the region between the ant and roi coding sequences. 

The sRNA secondary structure was visualized by the RNAstructure program 

(https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/) and presented schematically. 

(C) Fragment of phage genome encompassing uproi1 gene with highlighted 

sequences of pN promoter -35 (TTGTTA) and -10 (GTTTATTTT) boxes, T2 terminator 

(AGCAATAAAAAACCCAGCCGAAGCTGGGTTTGTTAAGTTGTC), and LexA binding 

sites TATATACA and ATATATAC that overlap. 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/
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Supplementary Fig. S3. Panels A and B 
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Supplementary Fig. S3. Panels C and D 
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Supplementary Fig. S3. The pairing of the UpRoi1 to the flgL (A, B) and oppA (C, D) 

mRNA fragments. (A, C). Binding visualized by the IntaRNA program. Hybridization 

energy (HE) was calculated by IntaRNA software and equals −23.9 and 

−18.5 kcal/mol for UpRoi1-flgL mRNA and UpRoi1-oppA mRNA complexes, 

respectively, thus indicating high binding ability in both cases. In (C, D), the 

sequences of flgL and oppA genes with UpRoi1 binding sites highlighted in blue and 

Rho binding sites of Rho-dependent terminators T4_Rho and T5_Rho marked in 

green. 
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Supplementary Fig. S4. Precursor electronic spectra of UpRoi1 (in black), 5′-UTR 

roi mRNA (in green - panel A), and flgL mRNA (in blue – panel B) solutions. Electronic 

spectra were recorded to establish the predictions for the interaction investigation. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Supplementary Fig. S5. UV–Vis spectra of Tris biological buffer solutions obtained 

for the (A) UpRoi1- 5′-UTR roi mRNA and (B) UpRoi1- flgL mRNA pairs (without 

excluding the dissolution effect) together with parameters for spectroscopic effects 

observed in the form of intensity changes (hyperchromicity) at 260 nm. 
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Supplementary Table S3. List of predicted Rho-dependent terminators for ant-roi region. Terminators were predicted by RhoTermPredict 

software.  

PREDICTED RHO-DEPENDENT TERMINATOR  T1_Rho 

 

 Genomic sequence of putative RUT site (Coordinates:  599-677, c/g = 1.105263157894737):      

CTCAACGGGCTTTCCGCAAAAGAAACAGACAGCCTTGTATGGCTGTGGGATTATGCCAACCGCTCACAGGCATTGTTC 

 

 The 150 nt long genomic region immediately downstream is 

CGTGAGTTGTATCCCGCATTAAAACTGATTCAGTCTGGCTATTCCGGCATATGCCACGACTACGGCTATAAGTTCTCGTATATCATCGGGAGGGC

GAGGGGCGTTTTAATTAATCACACGCGGGATATAGATATTTATGAGCCTGACGGG 

 

 Palindromic sequences found at coordinates 23-26 e 30-33(Sequence:   ACTG) (SCORE: 7) 

Palindromic sequences found at coordinates 48-51 e 59-62(Sequence:   ATAT) (SCORE: 6) 

 

PAUSE-CONSENSUS present at the coordinates 91-103* 

PREDICTED RHO-DEPENDENT TERMINATOR T2_Rho 

 

 Genomic sequence of putative RUT site (Coordinates:  1219-1297, c/g = 1.3888888888888888):      

CCGGAATTCACCGCTCGCCTTGTTGACCGCTGGCGAGAACTCGAAGGGGCAACCGCGAAAATACCACAAACCTTTTCT 
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 The 150 nt long genomic region immediately downstream is 

GAGGCATTGCGCCTTGCGGCCGACCTTGAAGACCAGAAGGCTGAACTGGAGAAACAGCTTGCTCTCGCAGCACCTAAAGTTGAGTTTGCCG

ATCGCGTTGGCGAGGCCAGCGGAATTTTGATTGGAAACTTTGCAAAGGTTGTTGGTATT 

 

 Palindromic sequences found at coordinates 1-4 e 10-13(Sequence:   AGGC) (SCORE: 10) 

Palindromic sequences found at coordinates 59-62 e 68-71(Sequence:   TGCT) (SCORE: 8) 

Palindromic sequences found at coordinates 92-95 e 100-103(Sequence:   TCGC) (SCORE: 10) 

Palindromic sequences found at coordinates 98-101 e 105-108(Sequence:   TGGC) (SCORE: 10) 

PREDICTED RHO-DEPENDENT TERMINATOR T3_Rho 

 

 Genomic sequence of putative RUT site (Coordinates:  242-320, c/g = 2.6666666666666665):      

AACCTTTCCCCTGTTACCTATAACCAGATCCCCGTAATTACTACTGAACTGTTGGCTCACCTTTACGGAACAAAAATC 

 

 The 150 nt long genomic region immediately downstream is 

AAAAACATTTCTGATAACTTTCTGAACAACACGACGCGATTCATGCCCGGAAAGCATTACTTTAAAATTGAAAAAAACGAATTACGCGAGTTTAAG

AACAGACCCGAAACAATCGGGTTAGTTGGTAAAAATGCCCGCTCCCTCATCCTC 

 

 Palindromic sequences found at coordinates 42-45 e 53-56(Sequence:   ATGC) (SCORE: 9) 

Palindromic sequences found at coordinates 50-53 e 59-62(Sequence:   AAAG) (SCORE: 10) 

Palindromic sequences found at coordinates 102-105 e 113-116(Sequence:   CCCG) (SCORE: 11) 
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Palindromic sequences found at coordinates 103-106 e 112-115(Sequence:   CCGA) (SCORE: 12) 

Palindromic sequences found at coordinates 101-105 e 113-117(Sequence:   ACCCG) (SCORE: 12) 

Palindromic sequences found at coordinates 102-106 e 112-116(Sequence:   CCCGA) (SCORE: 13) 

Palindromic sequences found at coordinates 101-106 e 112-117(Sequence:   ACCCGA) (SCORE: 12) 
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Supplementary Table S5. Comparison of changes in levels of selected phage and bacterial transcripts in E. coli MC1061 (Φ24B) 

[pBAD24_pN_UpRoi1], assessed by RNA-seq technique and RT-qPCR method, relative to control variant E. coli MC1061 (Φ24B) [pBAD24] 

at time 210 min after prophage induction with mitomycin C. 

 

 

Gene 

 

Log2FoldChange ± SD 
 

 

RNA-seq 

 

 

RT-qPCR 

 

cI 

 

 

no changes 

 

no changes 

 

cro 

 

 

0.25 ± 0.05 

 

3.6 ± 0.08 

 

ant 

 

 

0.20 ± 0.02 

 

1.95 ± 0.46 

 

roi 

 

 

0.28 ± 0.14 

 

1.57 ± 0.14 

 

d_ant 

 

 

0.15 ± 0.04 

 

0.77 ± 0.12 

 

flgL 

 

 

0.18 ± 0.04 

 

4.43 ± 0.16 
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Supplementary Table S6. List of predicted Rho-dependent terminators for flgL gene sequence. Terminators were predicted by 

RhoTermPredict software. 

PREDICTED RHO-DEPENDENT TERMINATOR T4_Rho 

 

 Genomic sequence of putative RUT site (Coordinates:  110-188, c/g = 1.9285714285714286):      

TAACCCTTCAGACGATCCCATTGCTGCATCACAAGCTGTTGTTCTCTCCCAGGCACAGGCGCAAAACAGCCAGTACAC 

 

 The 150 nt long genomic region immediately downstream is 

GCTGGCACGTACTTTCGCCACTCAAAAAGTGTCACTGGAAGAGAGTGTACTTAGCCAGGTCACCACCGCTATCCAGAATGCTCAGGAAAAAAT

TGTCTACGCCAGCAATGGCACCTTGAGTGACAATGACCGGGCCTCGCTGGCTACGGA 

 

 Palindromic sequences found at coordinates 32-35 e 43-46(Sequence:   CACT) (SCORE: 8) 

Palindromic sequences found at coordinates 100-103 e 108-111(Sequence:   GCCA) (SCORE: 11) 

 

PREDICTED RHO-DEPENDENT TERMINATOR T5_Rho  

 

 Genomic sequence of putative RUT site (Coordinates:  569-647, c/g = 1.3157894736842106):      

ACCAGACGGTAGCGCTTCTGAAACCAATCTTTTTGCCATGCTGGATAGCGCCATCGCAGCCCTGAAAACGCCGGTCGC 
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 The 150 nt long genomic region immediately downstream is 

GGATAGCGAAGCGGATAAAGAAACCGCCGCTGCGGCGTTAGATAAAACCAACCGCGGACTGAAAAACTCGCTGAACAATGTCCTGACCGTT

CGCGCGGAATTAGGCACGCAGCTGAACGAACTGGAGTCGCTGGATTCATTAGGTAGCGA 

 

 Palindromic sequences found at coordinates 24-27 e 33-36(Sequence:   CGCC) (SCORE: 10) 

Palindromic sequences found at coordinates 25-28 e 32-35(Sequence:   GCCG) (SCORE: 10) 

Palindromic sequences found at coordinates 24-28 e 32-36(Sequence:   CGCCG) (SCORE: 11) 

 

PAUSE-CONSENSUS present at the coordinates 103-115 
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Supplementary Table S7. The list of DNA oligonucleotides used in the RT-qPCR method 
and to prepare templates for reactions of in vitro transcription. 

 

 

Primer name 

 

 

Sequence (5’ to 3’) 

roi_48_F TAA TAC GAC TCA CTA TAG CTG AAT TTT CAA TGT GAG AGG ACA 

TGA CAA TG 

roi_48_R ATT TAT CAG CTC ATT CAT TGT CAT GTC CTC TCA CAT TG 

flgL_F TAA TAC GAC TCA CTA TAG ATG TCG GCG GAA CAG AAA GTA 

TTA AGC AAC AGG TCG ATG CTT CGC G 

flgL_R CGA AAA TTT TGT CGC CCG TAT GTC CTA TCA CCA TCG AAC 

GCG AAG CAT CGA CCT GTT GC 

oppA_F TAA TAC GAC TCA CTA TAG ATC TGC ATA AAA AGC TGG CGA TTG 

CTG CCT CTT C 

oppA_R CGT TTA CAC CAA TGT TTTT CTT CCA CAA TGA AGA GGC AGC 

AAT CGC CAG C 

cI_Φ24B_F TCA CAC GAA GAC CAA AGG CA 

cI_Φ24B _R CGT GGT TGG TGA GGC AAT TC  

cro_Φ24B_F CGA AGG CTT GTG GAG TTA GC 

cro_Φ24B_R GTC TTA GGG AGG AAG CCG TT  

ant_Φ24B_F CGT ATA TCA TCG GGA GGG CG  

ant_Φ24B_R AAG CCT TTC CCA TGC CAG AA 

roi_Φ24B_F GCC GAC CTT GAA GAC CAG AA 

roi_Φ24B_R CAA AAT TCC GCT GGC CTC G 

d_ant_Φ24B_F TGT TTG CTA CCG GGC TGA AT 
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Z uwagi na objętość i format danych uniemożliwiający ich czytelny wydruk, pliki 

Excel zawierające: 

1. Supplementary Table S1. The sequence of algorithm activities allowing for 

the identification of target binding sites for UpRoi1 and the list of the 

obtained results. 

2. Supplementary Table S4. The list of differentially expressed genes in the E. 

coli (Φ24B) [pBAD24_pN_UpRoi1] vs E. coli (Φ24B) [pBAD24] generated in 

RNA-Seq analysis. 

zostały przekazane do oceny w formie elektronicznej jako załącznik (płyta CD) 

do niniejszej rozprawy doktorskiej, jak również są one dostępne na stronie 

czasopisma jako suplement do niniejszej publikacji (DOI: 

10.1016/j.bbagrm.2026.195135).  

 

 

 

 

 

d_ant_Φ24B_R CCC TTT GCC TGT ATC AGC CA 

flgL_MC1061_F GAT AAA GAA ACC GCC GCT GC   

flgL_MC1061_R CGA CTC CAG TTC GTT CAG CT 

icdA_MC1061_F TAT GGG TTG GAC TGA AGC GG  

icdA_MC1061_R GCC TTC CAT CAG ACG TTC GA 
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Praca nr 4 

Application of ultraviolet (UV) and circular 
dichroism (CD) spectroscopies to study RNA-RNA 
interactions of regulatory RNAs of bacteriophage 

origin 
Lewandowska, N., Bloch, S., Chylewska, A., Dąbrowska, A. M., Mazur, 

M., Zwolenkiewicz, J., Wesołowski, W., Łukasiak, A., Węglińska, E., 
Olejniczak, M., Węgrzyn, G., & Nejman-Faleńczyk, B. 

 

(2026) Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.), 3004, 123–

136. (https://doi.org/10.1007/978-1-0716-5084-4_8) 

 

Impact Factor = n/d 

Punktacja MNiSW = 70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



177 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



178 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



179 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



180 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



181 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



182 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



183 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



184 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



185 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



186 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



187 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



188 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



189 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



190 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



191 
 

 

Oświadczenia współautorów 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



192 
 



193 
 

 



194 
 

 

 



195 
 



196 
 

 

 

 

 

 



197 
 

 



198 
 



199 
 

 



200 
 

 



201 
 



202 
 

 



203 
 

 

 



204 
 



205 
 

 

 

 



206 
 

 



207 
 

 

 

 



208 
 

 

Działalność naukowa 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



209 
 

Publikacje naukowe: 

 
1. Bloch, S., Lewandowska, N., Zwolenkiewicz-Nowak, J., Mazur, M., 

Chylewska, A., Dąbrowska, A. M., Musiał, N., Czaplewska, P., Wesołowski, 
W., Łukasiak, A., Ferenc, M., Pietrzycki, M., Węglińska, E., Mach, P., Węgrzyn, 
G., Olejniczak, M., & Nejman-Faleńczyk, B. (2026). UpRoi1 - the phage-
derived microRNA-size non-coding RNA molecule regulating both phage and 
its bacterial host development. Biochimica et biophysica acta. Gene 
regulatory mechanisms, 1869(1), 195135. 
https://doi.org/10.1016/j.bbagrm.2026.195135. 
 

2. Lewandowska, N., Bloch, S., Chylewska, A., Dąbrowska, A. M., Mazur, M., 
Zwolenkiewicz, J., Wesołowski, W., Łukasiak, A., Węglińska, E., Olejniczak, 
M., Węgrzyn, G., & Nejman-Faleńczyk, B. (2026). Application of ultraviolet 
(UV) and circular dichroism (CD) spectroscopies to study RNA-RNA 
interactions of regulatory RNAs of bacteriophage origin. Methods in 
molecular biology (Clifton, N.J.), 3004, 123–136. 
https://doi.org/10.1007/978-1-0716-5084-4_8. 
 

3. Łukasiak, A., Wesołowski, W., Neumann, J., Lewandowska, N., Węglińska, 
E., Bloch, S., Węgrzyn, G., & Nejman-Faleńczyk, B. (2026). Groundwork for 
phage therapy: multi-faceted comparative analysis of lytic bacteriophages 
infecting uropathogenic Escherichia coli. Virology, 615, 110738. 
https://doi.org/10.1016/j.virol.2025.110738. 
 

4. Lewandowska, N., Bloch, S., Łukasiak, A., Wesołowski, W., Węgrzyn, G., & 
Nejman-Faleńczyk, B. (2025). The role of bacteriophage-derived small RNA 
molecules in bacterial and phage interactions. Viruses, 17(6), 834. 
https://doi.org/10.3390/v17060834. 
 

5. Turbant, F., Lewandowska, N., Bloch, S., Wien, F., Chauvet, H., Węgrzyn, G., 
& Arluison, V. (2025). Hfq influences ciprofloxacin accumulation in 
Escherichia coli independently of ompC and ompF post-transcriptional 
regulation. Journal of applied genetics, 66(2), 449–457. 
https://doi.org/10.1007/s13353-025-00945-9. 
 

6. Wesołowski, W., Łukasiak, A., Bloch, S., Kuligowska, K., Neumann, J., 
Lewandowska, N., Węglińska, E., Węgrzyn, G., & Nejman-Faleńczyk, B. 
(2025). Phage endolysins as promising and effective candidates for use 
against uropathogenic Escherichia coli. Viruses, 17(4), 560. 
https://doi.org/10.3390/v17040560. 



210 
 

 
7. Wons, E., Gucwa, K., Lewandowska, N., Wisniewska, A., Kozlowski, L. P., & 

Mruk, I. (2025). A transcription factor from the cryptic Escherichia coli Rac 
prophage controls both phage and host operons. Nucleic acids research, 
53(5),gkaf113.https://doi.org/10.1093/nar/gkaf113. 
 

8. Necel, A., Dydecka, A., Topka-Bielecka, G., Wesołowski, W.,  
Lewandowska, N., Bloch, S., & Nejman-Faleńczyk, B. (2025). What, how, 
and why? - anti-EHEC phages and their application potential in medicine and 
food industry. Journal of applied genetics, 66(1), 219–240. 
https://doi.org/10.1007/s13353-024-00918-4. 
 

9. Bloch, S., Lewandowska, N., Wesołowski, W., Łukasiak, A., Mach, P., 
Nejman-Faleńczyk, B., & Węgrzyn, G. (2024). Analysis of phage regulatory 
RNAs: sequencing library construction from the fraction of small prokaryotic 
RNAs less than 50 nucleotides in length. Methods in molecular biology 
(Clifton, N.J.), 2741, 25–34. https://doi.org/10.1007/978-1-0716-3565-0_3. 
 

10. Bloch, S., Lewandowska, N., Zwolenkiewicz, J., Mach, P., Łukasiak, A., 
Olejniczak, M., Donaldson, L. W., Węgrzyn, G., & Nejman-Faleńczyk, B. 
(2023). Bacteriophage-encoded 24B_1 molecule resembles herpesviral 
microRNAs and plays a crucial role in the development of both the virus and 
its host. PloS one, 18(12), e0296038. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0296038. 

 
11. Bloch, S., Lewandowska, N., Węgrzyn, G., & Nejman-Faleńczyk, B. (2021). 

Bacteriophages as sources of small non-coding RNA molecules. Plasmid, 
113,102527.https://doi.org/10.1016/j.plasmid.2020.102527. 
 
 

 
 

 

 

 

 

 



211 
 

Wystąpienia na konferencjach naukowych: 

 

Wystąpienia ustne 

 

1. UpRoi1 - mała niekodująca cząsteczka RNA pochodzenia fagowego, 

pełniąca rolę regulatorową w rozwoju zarówno faga, jak i jego gospodarza.  

III Sympozjum Bakteriofagowe 5-7.09.2024, Gdańsk, Polska 

 

 

Wystąpienia posterowe  

 

1. The role of small, non-coding RNA molecules in the regulation of repression-

antirepression system of phage Ф24B. International Sopot Youth Conference 

entitled “Where the World is Heading”, 11.06.2021, Sopot, Polska 

 

2. The role of small RNAs molecules in the regulation of gene expression during 

the development of Ф24B phage in E. coli bacteria. VI Polski Kongres 

Genetyki, 27-30.06.2022, Kraków, Polska 

  

3. Znaczenie małych, niekodujących cząsteczek RNA w przebiegu rozwoju 

bakteriofaga Ф24B w komórkach Escherichia coli. III Kongres Młodej Nauki                      

6-8.07.2023, Gdańsk, Polska 

 

4. Znaczenie małych, niekodujących cząsteczek RNA w przebiegu rozwoju 

bakteriofaga Ф24B w komórkach Escherichia coli. II Sympozjum 

Bakteriofagowe 7-9.09.2023, Gdańsk, Polska 

 

5. UpRoi1: a small non-coding RNA of phage origin with dual regulatory roles in 

phage and host development, 2nd Polish RNA Biology Meeting, 24-

27.06.2025, Poznań, Polska 
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6. Rola małych, niekodujących cząsteczek RNA 24B_1 oraz UpRoi1 w regulacji 

cyklu życiowego bakteriofagów przenoszących geny toksyn Shiga. IV 

Sympozjum Bakteriofagowe 4-6.09.2025, Gdańsk, Polska 

 

Otrzymane nagrody:  

 

1. Nagroda “Srebrnej Ezy” za zajęcie II miejsca za wystąpienie posterowe The 

role of small RNAs molecules in the regulation of gene expression during the 

development of Ф24B phage in E. coli bacteria. VI Polski Kongres Genetyki, 

27-30.06.2022, Kraków, Polska 

 

Staże naukowe:  

 

1. Uniwersytet Adama Mickiewicza, Pracownia Biochemii RNA, Poznań, Polska, 

20.02. – 31.03.2023 oraz 23.06 – 5.07.2025, opiekun: prof. Mikołaj Olejniczak   

 

2. Synchrotron SOLEIL, Saint-Aubin, Francja, 18-25.03.2024, opiekun:  

prof. Véronique Arluison    
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Udział w projektach naukowych w charakterze wykonawcy: 

 

1. „Rola małych niekodujących RNA w regulacji mechanizmu działania 

systemu represja-antyrepresja związanego z przełączeniem cyklu życiowego 

fagów przenoszących geny groźnych dla człowieka toksyn” o numerze UMO-

2018/30/E/NZ1/00400, SONATA BIS 8, kierownik projektu: dr hab. Bożena 

Nejman-Faleńczyk  

 

2. „mikroRNA w regulacji rozwoju bakteriofagów” o numerze UMO-

2018/29/B/NZ1/00549, OPUS 15, kierownik projektu: prof. dr hab. Grzegorz 

Węgrzyn  

 

3. „Regulacja metabolizmu Shiga-toksycznych bakterii Escherichia coli przez 

małe niekodujące cząsteczki RNA, fagowego pochodzenia” o numerze 

2023/51/D/NZ2/01338, SONATA 19, kierownik projektu: dr Sylwia Bloch 

 

4. „Molekularne podstawy zakłócania transkrypcji poprzez tzw. cross-talk 

czynników transkrypcyjnych, i jego wpływ na żywotność bakterii” o numerze 

2019/35/B/NZ2/00701, OPUS 18, kierownik projektu: prof. dr hab. Iwona 

Mruk  

 

 

 

 

 


