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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Natalii Lewandowskiej

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie czterech artykutéw naukowych pod
wspolnym tytulem:
Rola malych, niekodujacych czasteczek RNA w regulacji rozwoju bakteriofaga ®24s
oraz jego gospodarza, bakterii Escherichia coli produkujacej toksyn¢ Shiga.

Rozprawa dotyczy badania interakcji pomigdzy bakteriofagami a bakteriami, w
ktdrych uczestniczg mate RNA pochodzenia bakteriofagowego. O tym jak wazne sa tego typu
badania $wiadczy fakt, Zze tego typu badania doprowadzilty do odkrycia systemu
immunologicznego bakterii zwanego jako CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated), a to z kolei doprowadzito do powstania
narzedzia CRISPR/Cas9 wykorzystywanego obecnie szeroko do edycji genomoéw wielu
organizmow, czy tez linii komérkowych.

Same bakteriofagi uwazane sa za najliczniejsze byty biologiczne na ziemi. Tym
bardziej wazne jest, aby zbadaé te wirusy, gdyz z jednej strony moga one by¢ skutecznym
narzedziem w zwalczaniu chorobotwodrczych bakterii, z drugiej zas mogag indukowaé
produkcje toksycznych biatek takich jak toksyna Shiga, a tym samym by¢ zrodiem
powaznych czynnikéw chorobowych. Sam fag ®24g nalezy do wirusow, ktore niosg geny
kodujace biatkowsg toksyne Shiga. Jest on odpowiedzialny za infekowanie bakterii
Escherichia coli. Geny kodujacy biatkowg toksyne Shiga (stx/, stx2) bakterie otrzymaty od
fagoéw, ktére w cyklu lizogenicznym wprowadzity je do genomu bakterii (fagi Stx - Shiga
toxin-converting bacteriophage). Stad bakterie E. coli zdolne do wytworzenia toksyny Shiga
nazwane s3 skrétem STEC (Shiga Toxin-producing E. Coli). W przypadku zaistnienia
czynnikow $rodowiskowych takich jak niskie pH, brak jonow zelaza (dla gendéw stxl,
dzialanie niezalezne od indukcji cyklu litycznego), obecnos¢ niektorych antybiotykow, czy
tez obecnos¢ nadtlenku wodoru dochodzi do aktywacji cyklu litycznego, ktory prowadzi do
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produkcji czastek fagowych, toksycznych biatek Shiga, zniszczenia bakterii i w konsekwencji
prowadzi do powaznych probleméw zdrowotnych u ludzi zarazonych bakteriami niosagcymi
geny kodujace toksyne Shiga. Jak wspomnialem wyzej niektore antybiotyki moga wywolaé
indukcje¢ wycigcia profaga z genomu bakterii i doprowadzi¢ w rezultacie do produkcji
niezwyKkle silnej toksyny Shiga. Powoduje to, ze typowa kuracja antybiotykowa w przypadku
bakterii E. coli STEC moze przynies¢ niepozadane skutki zwigzane ze szkodliwym
dzialaniem toksyny Shiga. Badania zwigzane z zatrzymaniem profaga ®24p w fazie
lizogenicznej moim zdaniem sg niezwykle wazne.

Rozprawa doktorska zostala przygotowana pod kierunkiem Pan: dr hab. Bozeny
Nejman-Falenczyk, prof. UG (promotor) i dr Sylwii Bloch (promotor pomocniczy) w
Katedrze Biologii Molekularnej, Wydziatu Biologii, na Uniwersytecie Gdanskim. Praca
powstala w oparciu o finansowanie zapewnione z dwdch grantéw Narodowego Centrum
Nauki: SONATA BIS 8, kierownik projektu: dr hab. Bozena Nejman-Faleniczyk, prof.
Uniwersytetu Gdanskiego i OPUS 15, kierownik projektu: prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn.

Przedstawiony cykl prac tworzacych rozprawe doktorskg sktada sie z czterech
artykutéw naukowych:
Al. Lewandowska, N., Bloch, S., Lukasiak, A., Wesotowski, W., Wegrzyn, G., Nejman-
Faleniczyk, B. (2025) The role of bacteriophage-derived small RNA molecules in bacterial
and phage interactions. Viruses, 17(6), 834;
A2. Bloch, S., Lewandowska, N., Zwolenkiewicz, J., Mach, P., Lukasiak, A., Olejniczak, M.,
Donaldson, L. W., Wegrzyn, G., Nejman-Faleficzyk, 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), €0296038;
A3. Bloch, S., Lewandowska, N., Zwolenkiewicz-Nowak, J., Mazur, M., Chylewska, A.,
Dabrowska, A. M., Musial, N., Czaplewska, P., Wesolowski, W., Lukasiak, A., Ferenc, M.,
Pietrzycki, M., Weglinska, E., Mach, P., Wegrzyn, G., Olejniczak, M., Nejman-Faleficzyk, B.
(2026) UpRoil - 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;
A4. Lewandowska, N., Bloch, S., Chylewska, A., Dgbrowska, A. M., Mazur, M.,
Zwolenkiewicz, J., Wesotowski, W., Lukasiak, A., Wegliniska, E., Olejniczak, M., Wegrzyn,
G., Nejman-Falenczyk, 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.

W dwoch publikacjach A1, A4 doktorantka jest pierwszym autorem, w dwoch kolejnych A2,
A3 jest drugim autorem, za$ pierwszym jest Pani dr Sylwia Bloch, promotor pomocniczy. W
przypadku prac A2 i A3 Pani mgr Natalia Lewandowska jest autorem réwnorzednym z
pierwszg autorka.

Przedstawiony cykl czterech publikacji jest bardzo dobrze dobrany i zréwnowazony.
Pierwsza praca Al jest praca przegladowa, co niejako stanowi obszerny wstep i
wprowadzenie do prowadzonych badan i moze by¢ uznana za wstep w typowej pracy
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doktorskiej. Opisane zostaly w niej bakteriofagi, ich rozwdj, proces infekcji i sposoby
regulacji procesu infekcji komorek bakteryjnych, relacje pomiedzy matymi/krotkimi RNA
(SRNA) a docelowymi mRNA (bardzo dobry rysunek 1). Co wazne zostaly w tej pracy
opisane mate RNA pochodzenia fagowego, ktore wplywaja na rozwdj zaréwno fagéw jak i
komérek gospodarza, w tym maty RNA, sRNA 24B 1. Bardzo dobrze zostala przedstawiona
charakterystyka malych RNA pochodzenia fagowego, za§ podsumowanie informacji o
matych RNA pochodzenia fagowego znajduje si¢ w Tabeli 1, gdzie umieszczono podstawowe
informacje o dtugosci, sposobie dziatania wraz z odnosnikami literaturowymi dla 23 sSRNA.

Z przedstawionych oswiadczen autoréw publikacji oraz z informacji zawartych w
samej publikacji wynika, ze doktorantka miala istotny wplyw w przygotowanie publikacji.
Brata udzial w tworzeniu koncepcji samego artykutu i w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi
recenzentOw, analizie zebranych danych, wykonaniu Tabeli 1. Opracowanie tej Tabeli 1
pokazuje umiejetnos¢ syntetycznego myslenia, analizy danych i umiejetnosci ich prezentacji
w bardzo przejrzysty i czytelny sposob.

Druga praca A2 ma charakter eksperymentalny. Jest to praca nowatorska, nie tylko w
Polsce, ale i szerzej na Swiecie. Przygotowujac recenzj¢ przeszukatem dostepng literature
dotyczaca matych RNA pochodzenia bakteriofagowego i ich wplywie na produkcje toksyny
Shiga. Okazalo si¢, ze w bazie danych PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov) po wpisaniu
wyrazenia: small RNA AND bacteriophages AND Shiga, otrzymatem pieé publikacji:

1. Bloch S, Lewandowska N, Zwolenkiewicz-Nowak J, Mazur M, Chylewska A,
Dabrowska AM, Musial N, Czaplewska P, Wesolowski W, Lukasiak A, Ferenc M,
Pietrzycki M, Wegliniska E, Mach P, Wegrzyn G, Olejniczak M, Nejman-Falenczyk B.
UpRoil - the phage-derived microRNA-size non-coding RNA molecule regulating both
phage and its bacterial host development. Biochim Biophys Acta Gene Regul Mech. 2026
Mar;1869(1):195135. doi: 10.1016/j.bbagrm.2026.195135. Epub 2026 Jan 12. PMID:
41534697.

2. MaR, Tang S, Zeng J, Wei Y, Li X, Wang X. Targeting STEC-induced edema disease in
weaned piglets: prophylactic oral phage P-GXEC-L2P5 attenuates bacterial colonization,
toxin production, and endothelial damage. Vet Res. 2025 Dec 17;57(1):13. doi:
10.1186/s13567-025-01683-w. PMID: 41408336; PMCID: PM(C12822307.

3. Bloch S, Lewandowska N, Zwolenkiewicz J, Mach P, Lukasiak A, Olejniczak M,
Donaldson LW, Wegrzyn G, Nejman-Falenczyk B. 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. 2023 Dec 20;18(12):0296038. doi:
10.1371/journal.pone.0296038. PMID: 38117844; PMCID: PMC10732415.

4. Sy BM, Lan R, Tree JI. Early termination of the Shiga toxin transcript generates a
regulatory small RNA. Proc Natl Acad Sci U S A. 2020 Oct 6;117(40):25055-25065. doi:
10.1073/pnas.2006730117. Epub 2020 Sep 23. PMID: 32968018; PMCID: PMC7547250.

5. Nejman-Falenczyk B, Bloch S, Licznerska K, Dydecka A, Felczykowska A, Topka G,
Wegrzyn A, Wegrzyn G. A small, microRNA-size, ribonucleic acid regulating gene
expression and development of Shiga toxin-converting bacteriophage ®24B. Sci Rep.
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2015 May 11;5:10080. doi: 10.1038/srep10080. PMID: 25962117; PMCID: PMC4426718.

W dwoéch z tych publikacji: nr 1 (A3 w rozprawie doktorskiej) i nr 3 (A2 w rozprawie
doktorskiej) Pani mgr Natalia Lewandowska jest wspolautorem. Powyzsze zestawienie
pokazuje, jak nowatorskim, unikalnym i niezwykle waznym tematem badawczym zajmuje sie
Pani mgr Natalia Lewandowska.

W samej publikacji A2 zostaly umieszczone wykonane analizy malego/krétkiego RNA
(sRNA 24B_1) bakteriofaga ®24g, ktory przypomina mikroRNA wystepujacy w sekwencjach
herpeswiruséw i, ktéry wplywa na rozwdj zaréwno bakteriofaga jak i zakazonej bakterii.
Sama dojrzala czasteczka ma 20 nt i powstaje z prekursora o diugosci 81 nt (80 nt?).
Prekursor ten, a nie dojrzala czasteczka wigze si¢ do Dbakteryjnego biatka Hfq.
Przeprowadzone eksperymenty pokazaty, ze obecnos¢ dojrzalej czasteczki 24B 1 prowadzi
do cyklu lizogenicznego, czyli nie prowadzi do zniszczenia zainfekowanej komorki
bakteryjnej. W przypadku samej za$ bakterii-gospodarza sRNA wigze sie do mRNA
kodujacego podjednostke dehydrogenazy bursztynianowej (sdhB), wptywajac na produkcje
fumaranu, NADH, ATP. Musz¢ przyznaé, ze praca bardzo mi si¢ podoba. W szczego6lnosci na
uznanie zastuguje identyfikacja potencjalnego, bakteryjnego mRNA, rozpoznawanego przez
sRNA. Wykonana analiza metabolomu pokazata zwigkszony poziom NAD" i zmniejszony
poziom fumaranu u bakterii E. coli niosacych plazmid pUC18 zawierajacy sekwencje
czasteczki 24B_1, po 6 godzinach trwania eksperymentu, rysunek 7. Jest to $wietny przykiad
jak mozna na podstawie zmian poziomu jednego lub wiecej zwigzkow zidentyfikowaé
funkcje innej czasteczki. Co istotne Pani mgr Natalia Lewandowska oprocz bardzo waznych
analiz takich jak analizy wewnatrzkomorkowego rozwoju faga ®24p, czy tez pomiar6w
kinetyki lizy komorek gospodarza, brata udziat w przygotowaniu préb do analizy metabolomu
przy wykorzystaniu metody NMR. To pokazuje zdolno$¢ doktorantki do nauki i
wykorzystania nowych metod badawczych, ktoére w istotny sposob wplynely na okreslenie
funkcji badanego matego RNA 24B 1.

W trzeciej pracy A3 (z roku 2026) zbadano kolejng czgsteczke sRNA tj. UpRoil pod
katem jej wplywu na rozwdj faga jak i rozwoj gospodarza — E. coli. Praca ta podobnie jak
praca A2 ma bardzo nowatorski charakter. Swiadczy o tym fakt, ze sama czasteczka SRNA
UpRoil nie zostata opisana w publikacji A1 (z roku 2025) i nie ma jej w Tabeli 1. Wykonane
analizy pokazaly, ze 30 nt czasteczka SRNA UpRoil wigze sie zaréwno do fagowego 5° UTR
mRNA kodujgcego antyrepresor Roi jak i bakteryjnego mRNA flgl. W tym ostatnim
przypadku sRNA kontroluje bakteryjny gen zwigzany z poruszaniem sie bakterii. W
przypadku tej pracy na uznanie zashiguje dobdr autoréw, a tym samym na wykorzystanie
szeregu nowoczesnych i wzajemnie si¢ uzupelniajacych technik eksperymentalnych. W
szczegllnosci na uwage zashuguje wykorzystanie dichroizmu kolowego do analizy
odzialywan pomigedzy sRNA UpRoil i 5> UTR mRNA Roi, rysunek 3E. Jak wynika z
oswiadczenia Pani mgr Natalii Lewandowskiej wykonata ona m.in. synteze in vitro oraz
oczyscila sRNA jak i docelowy mRNA wykorzystany wlasnie w pomiarach metodg
dichroizmu kotowego wykonanych przez Panig Aleksandre Dabrowska. Swietnym
podejsciem byto takze wykonanie analizy ruchliwosci bakterii (motility assay, rysunek 8),
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ktéry pokazal istotny wplyw sRNA UpRoil na zwiekszenie obszaru ruchliwosci (motility
zone) z 4,36 cm (bez produkcji SRNA) do 4,85 cm (transkrypcja SRNA z wykorzystaniem
promotora pN znajdujagcego si¢ w plazmidzie pBAD24, wynik, ktérego do konca nie
rozumiem). Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze sRNA UpRoil
promuje lityczny rozwdj faga ®24s.

W czwartej publikacji A4 doktorantka wraz z pozostalymi autorami opisala metody

wykorzystania spektroskopii UV oraz pomiaru dichroizmu kotowego do analizy oddziatywan
pomiedzy czgsteczkami RNA. Fakt publikacji w ramach serii Methods in Molecular Biology
swiadczy o uznaniu na skale swiatowa zespotu w sklad, ktérego wchodzi Pani mgr Natalia
Lewandowska, w obszarze badan odzialtywan pomiedzy czasteczkami RNA. Co bardzo
wazne przedstawione protokoly maja wazny aspekt metodyczny jak i dydaktyczny, gdyz
pozwalaja innym naukowcom oraz studentom na wykorzystanie w swoich badaniach nowych,
dotychczas nieuzywanych metod badawczych. Taka dzialalno$¢ dydaktyczna jest bardzo
wazna dla pracownikéw Uniwersytetu.
We wszystkich wymienionych publikacjach Pani mgr Natalia Lewandowska miata istotny
udziat zaré6wno koncepcyjny, merytoryczny jak i edytorski. Potwierdzaja to zataczone
oswiadczenia autoréw publikacji. Wykonane badania zawarte w publikacjach A2 i A3 maja
nowatorski i oryginalny charakter. Dwie prace: A1 — przegladowa i A4 — metodologiczna sa
autorskim opracowaniem zespotdow, ktorych cztonkiem byla Pani mgr Natalia Lewandowska.

Resumujgc na podstawie przedstawionych w cyklu publikacji informacji, analiz dotyczacych
roli matych RNA w rozwoju bakteriofaga jak i bakterii — gospodarza, moge jednoznacznie
stwierdza¢, ze takie mate RNA jak sRNA 24B_1 oraz sSRNA UpRoil wptywajg na rozwoj
bakteriofaga jak i komoérek gospodarza. Dodatkowo czasteczka sRNA 24B 1 hamuje
aktywacj¢ profaga, ktora jest kluczowa w produkcji toksyny Shiga. Daje to nadzieje na
przygotowanie srodka terapeutycznego opartego o sekwencje matego RNA sRNA 24B 1.

Biorgc pod uwagg, ze cykl prac zostat juz opublikowany i w przypadku prac Al, A2,
A3 byly one recenzowane, za$ w przypadku pracy A4 korygowana przez edytora, w swojej
recenzji cheiatbym stwierdzi¢, ze przedstawiony cykl publikacji, udziat doktorantki w ich
powstaniu jest zupelnie wystarczajacy, aby méc ubiegac¢ sie o stopieni doktora.

Moja recenzja przedstawionego cyklu publikacji w ramach rozprawy doktorskiej Pani
mgr Natalii Lewandowskiej jest pozytywna. Poniewaz czeicig procedury nadania stopnia
doktora jest publiczna obrona zatem prositbym doktorantke, aby w trakcie obrony, o
odniesienie si¢ do kwestii dotyczacych samych czasteczek SRNA, 24B_1 i UpRoil.

1. Czy struktura prekursora RNA 24B_1 rzeczywiscie przypomina strukture pre-
mikroRNA  wystepujagca w organizmach eukariotycznych (roslinnych, zwierzecych)?
Przedstawiona struktura w pracy A2, rysunek 8, sugeruje brak mozliwosci wycigcia dupleksu
mikroRNA/mikroRNA*. Sam za$ potencjalny mikroRNA znajduje sie w petli struktury
prekursora.

2. Na ile struktura prekursora RNA 24B 1 jest podobna do struktur prekursoréw
mikroRNA wystepujacych u herpeswiruséw.
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Czy polozenie sekwencji potencjalnego mikroRNA, sRNA 24B 1 jest w tym samym regionie
prekursora, co w przypadku herpeswiruséw?

3. W pracy A3 opisano sSRNA UpRoil jako podobny do mikroRNA, czy znane sa
doktorantce funkcjonalne mikroRNA o dlugosci 30 nt?

4. Biorgc pod uwage, ze u bakterii brak jest bialek odpowiedzialnych za dojrzewanie
typowych eukariotycznych mikroRNA tj. bialek Drosha, Dicer lub DCL1 (Dicer-like 1 u
rodlin), badz bialek Agol bioragcych udziat u roslin w rozcinaniu docelowego mRNA, jakie
biatka podobne do tych wymienionych bialek moga bra¢ udzial w dojrzewaniu czasteczki
sRNA 24B_1? Czy biatko Hfq jest podobne do wymienionych powyzej biatek?

5 Czy doktorantka przeprowadzita analizy eksperymentalne (5° RACE, analiza PARE —
Parallel Analysis of RNA Ends), ktére pozwolitoby na okreslenie jak dziata czasteczka 24B 1
na docelowy mRNA sdhB, czy jest to udzial w rozcinaniu docelowego mRNA, blokowanie
translacji?

6. Jak otrzymane wyniki wykorzystalby Pani do skutecznej terapii skierowanej
przeciwko szkodliwemu dziataniu toksyny Shiga? Mate RNA sRNA StxS (Tabela 1, A1)?

Oproécz przedstawionego cyklu czterech prac naukowych wehodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej Pani mgr Natalia Lewandowska jest wspotautorkg kolejnych siedmiu prac
opublikowanych w takich czasopismach jak Jowrnal of Applied Genetics, Nucleic Acids
Research, Plasmid, Virology, Viruses. Jest to naprawde duza liczba jak na ten etap rozwoju
naukowego i swiadczy z jednej strony o duzej pracowitosci doktorantki, z drugiej o uznaniu
Jej umiejgtnosci przez innych wspoétpracownikoéw/inne wspotpracowniczki. Pani mgr Natalia
Lewandowska miata jedno wystapienie ustne i sze$¢ prezentacji posterowych
przedstawionych w trakcie konferencji krajowych. Otrzymata Nagrode “Srebrnej Ezy” za
zajgeie II miejsca, za wystgpienie posterowe, odbyta dwa staze naukowe i byta wykonawca w
czterech grantach. Zabraklo mi wystapien na konferencjach zagranicznych oraz grantéw,
projektéw typu Preludium realizowanych przez doktorantke jako kierownik danego projektu.

Biorac pod uwage moja pozytywna recenzje¢ rozprawy doktorskiej Pani mgr Natalii
Lewandowskiej stwierdzam, ze osiggni¢cie naukowe Pani mgr Natalii Lewandowskiej spetnia
kryteria okreslone w art. 187 ust. 1 i 2, Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z p6zn. zm). Przedstawione o$wiadczenia dotyczace
udziatu poszczegélnych autoréw w tworzeniu publikacji pozwala mi stwierdzié¢, ze Pani mgr
Natalia Lewandowska ma duzg og6lna wiedze teoretyczng i potrafi samodzielnie prowadzié
badania naukowe. Cykl publikacji stanowi bardzo wazny i oryginalny wktad w zrozumienie
roli matych RNA w procesie rozwoju bakteriofagdw i ich gospodarzy.

Jednoczesnie bioragc pod uwage bardzo wysoki poziom przedstawionych publikacji
tworzacych rozprawe doktorska, ich nowatorski charakter, mozliwosci wykorzystania badan
do blokowania produkcji toksyny Shiga oraz istotnego udzialu Pani mgr Natalii
Lewandowskiej, wykraczajgcego moim zdaniem ponad typows prace doktorskg, w tym w
szczegolnoscei:
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1 Przygotowanie Tabeli 1 zamieszczonej w publikacji A1, zwierajacej i przedstawionej
w czytelny sposdb informacje o matych RNA pochodzenia bakteriofagowego:;
% Wykonanie prac, wymagajacych dodatkowego przeszkolenia, dociekliwosci, tj.

przygotowania proéb do analizy NMR w pracy A2 i RNA wykorzystanego do pomiaréw
dichroizmu kolowego w pracy A3, wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr
Natalii Lewandowskie;.

Zwracam do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne, Uniwersytetu Gdariskiego o dopuszczenie
Pani mgr Natalii Lewandowskiej do dalszych etapéw postgpowania zwigzanych z jej
wnioskiem o nadanie jej stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w
dyscyplinie nauki biologiczne.

Z powazaniem
Andrzej Pacak

P r'za ol

ul. Uniwersytetu Poznanskiego 6, Collegium Biologicum, 61-614 Poznan
NIP 777 00 06 350, REGON 000001293

tel. +48 61 829 59 50

ibmib@amu.edu.pl

www.ibmib.amu.edu.pl




