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Prof. dr hab. Jarostaw Dziadek
Kierownik Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycobacterium

Instytut Biologii Medycznej PAN

Ocena pracy doktorskiej mgr Sylwii Bloch pt. ,,Mechanizm kontroli ekspresji

genow w regulacji rozwoju bakteriofagow lambdoidalnych”.

Prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn 1 kierowany przez niego zespo! katedry Biologii Molekularnej
to uznany na $wiecie autorytet w dziedzinie fagéw lambdoidalnych. Realizacja pracy doktorskiej
w takim zespole stawia przed Doktorantka oczekiwania, rozwiazania istotnych probleméw
naukowych oraz wniesienia znaczacego wkladu w badane przez nig zagadnienia. Z drugiej
.strony Doktorantka miata do dyspozycji bogaty, wyszukany warsztat badawczy, niezbedna
aparature naukowa 1 co najwazniejsze wiedze 1 doswiadczenie naukowe promotora. Bardzo mito
mi, jako recenzentowi, po lekturze pracy doktorskiej stwierdzi¢, ze te wysokie oczekiwania
zostaty w pelni spetnione.

Prace doktorska Pani mgr Sylwii Bloch stanowi zbidr bardzo spdjnych tematycznie pieciu prac
eksperymentalnych opublikowanych w czasopismach o sumarycznym wspoiczynniku
cytowalnosci IF>15 oraz jednej pracy przegladowej. W trzech z pigciu prac eksperymentalnych
oraz w pracy przegladowej, Doktorantka jest pierwszym, a w pozostalych dwoch, drugim
autorem. Dolaczone oswiadczenia wspotautoréw nie pozostawiaja zadnych watpliwosci co do jej
kluczowej roli w realizacji opisywanych badan. Praca przegladowa opublikowana w Acta
Biochimica Polonica w roku 2012 stanowi doskonaty wstep teoretyczny i tho naukowe do badan
wlasnych autorki. W pracy tej autorzy opisuja szczep E. coli O104:H4 nalezacy do patotypu
STEC, ktory byt odpowiedzialny za epidemie w pdinocnych Niemczech w roku 2011, ktorej
skutkiem byly 54 przypadki $miertelne. Cechg charakterystyczna szczepdéw STEC, bedacych
przyczyna zatru¢ pokarmowych, jest ich zdolnos¢ do produkeji toksyny Shiga, ktorej geny
zlokalizowane sa w genomach lambdoidalnych fagow Stx, wystepujacych w tych bakteriach w
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postaci profagdw. Znaczna czes¢ tej publikacji autorzy poswigcajg obecnie wykorzystywanym
metodom detekcji szczepdw STEC. Ponadto z ogromna znajomoscig tematu autorzy zwracajg
uwage, ze w S$wietle epidemii wywolanej przez szczep 0104:H4 obowigzujace metody
diagnostyczne sa niewystarczajace oraz proponujg oparcie nowych metod o identyfikacje
ruchomych elementéw genetycznych, przede wszystkim fagéw Stx noszacych geny toksyny
Shiga. Catkowicie zgadzam sie z Doktorantka, ze w swietle wiedzy o horyzontalnym transferze
genow, oparcie diagnostyki o detekcje najczestszych patogennych serotypow jest niewlasciwa
strategig 1 powinno zosta¢ zastgpione identyfikacjg genow kodujgcych najwazniejsze toksyny.
Czy obecnie, 5 lat po epidemii w Niemczech, dost¢pna jest juz wystandaryzowana metoda
diagnostyczna pozwalajaca na identyfikacje szczepow STEC? Dwie pierwsze, z
przedstawionych do oceny prac eksperymentalnych, dotycza badania znaczenia regionu exo-xis
w cyklach litycznym 1 lizogenicznym bakteriofagdw Stx 1 faga A. Praca opublikowana w roku
2013 w Archives of Microbiology pokazata, ze obecnos$¢ regionu exo-xis na wielokopijnym
plazmidzie ostabia zdolno$¢ badanych fagéw do wbudowywania si¢ do genomu bakterii,
wzmaga natomiast indukcje cyklu litycznego. Zwielokrotnienie kopii tego regionu nie wptywalto
natomiast na adsorpcje fagow do komorek gospodarza. Praca ta jasno pokazata, ze przynajmniej
niektore geny obszaru exo-xis, ktorych produkty w wigkszosci nie =zostaly dotad
scharakteryzowane, uczestnicza w regulacji procesu lizogenizacji oraz indukcji cyklu litycznego.
Ciekawa obserwacjg poczyniong w tej pracy byla takze rézna odpowiedZ profagdéw A i $24g na
indukcje mitomycyna C i nadtlenkiem wodoru. Znacznie dalej autorzy poszli w swoich
badaniach w pracy opublikowane; w PLOS One w 2014 roku. Znaczenie roli zwielokrotnienia
kopii regionu exo-xis badano réwniez z zastosowaniem sekwencji noszacych w genach tego
obszaru punktowe mutacje zmiany ramki odczytu, co pozwolilo na wykazanie, ze obserwowane
roéznice w cyklach litycznym i lizogenicznym, przynajmniej czgsciowo wynikaja z obecnosci
funkcjonalnych genéw a nie wylacznie obszaru DNA wysycajacego wiazace je biatka. W
przeprowadzonych badaniach zaobserwowano zwigkszona ilos¢ fagowego DNA oraz obnizong
przezywalnosé bakterii po indukcji profagow w obecnosci dodatkowych kopii exo-xis, co
pokazato ze obszar ten wzmaga rozwdj zaroéwno bakteriofaga A jak 1 ¢$24p po indukcji.
Zastosowanie ilosciowe] oceny mRNA pozwolito na ocene ekspresji gendw regionu exo-xis
zarébwno w zainfekowanych komorkach gospodarza jak i1 podczas indukeji cyklu litycznego. W

obu przypadkach profil transkrypcyjny byt odmienny. Obserwowano réwniez odmienne profile
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transkrypcyjne dla obu badanych fagéw, mimo identyfikacji podobnych sekwencji
promotorowych i terminatorowych. Bardzo interesujacg obserwacja bylo wykazanie zwigkszonej
ekspresji gendw orf73 1 ea22 faga $24 wylacznie podezas indukeji nadtlenkiem wodoru, czego
nie obserwowano podczas indukcji mitomycyng C. Odmienne wyniki uzyskane dla indukcji
MMC i1 H;0,, zaré6wno w badaniach opartych o dodatkowe kopie regionu exo-xis jak 1 w
analizach poziomu transkrypcji gendw tego obszaru, sugerujg rézny mechanizm indukeji cyklu
litycznego dla obu uzytych induktoréw. MMC, uszkadzajac silnie DNA, prawdopodobnie
prowadzi do indukcji systemu SOS, ktory reguluje cykl lityczny poprzez autoproteolize
fagowego represora cl. Czy zastosowane w badaniach dawki nadtlenku wodoru indukuja
rowniez odpowiedZ komorki typu SOS? Czy indukcja profagéw w szczepie recA” z
zastosowaniem MMC i/lub H,0; dalyby profil transkrypcyjny uzyskany w badaniach
podczas indukeji MMC czy nadtlenkiem wodoru? Ciekawa bylaby rowniez proba
identyfikacji biatek regulatorowych wiazacych si¢ do obszaru exo-xis (przyngta) w komorkach
zawierajacych profagi, nieindukowanych oraz indukowanych kazdym z uzytych mutagenow.
Bardzo prosz¢ Doktorantk¢ o skomentowanie celowosci przeprowadzenia takich
eksperymentow.

W kolejnej przedstawionej do oceny pracy, opublikowanej w Toxins w roku 2015, Doktorantka
w bardzo dobrze zaplanowanych i wykonanych badaniach wykazala, ze wiriony pieciu badanych
fagdéw Stx sa bardziej wrazliwe na prominiowanie UV niz wiriony bakteriofaga A. Zastosowane
dawki promieniowania, zbyt niskie dla znaczacego uszkodzenia materialu genetycznego,
obnizaly znaczaco aktywnos¢ fagéw Stx w tym obnizaly ekspresje genow N i cro niezbednych
dla cyklu litycznego. Przeprowadzone badania wykazaly wyplyw materialu genetycznego z
najbardziej wrazliwych fagéw ($24g, P27) oraz uszkodzenia kapsydow obserwowane w
mikroskopii elektronowej. W tej niezwykle ciekawej pracy majacej aspekty aplikacyjne niejasny
jest dla mnie jedynie wybér temperatur 37°C 1 43°C, ktére mialy, jak pisza autorzy, odpowiada¢
fizjologicznej temperaturze dla E.coli podczas infekcji. Kontakt samych bakteriofagow, lub
zainfekowanych bakterii, z promieniowaniem UV raczej nie nastgpuje w organizmie gospodarza,
w temperaturze 37°C, lecz w warunkach pozaustrojowych, w temperaturze otoczenia gdzie
organizmy te narazone s3 na promieniowanie stoneczne czy tez sterylizacje UV. Czy w
warunkach niZszej temperatury obserwowany efekt uszkodzenia bakteriofagéw Stx

moglby ulee zasadniczym zmianom ?
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W pracy opublikowanej w Journal of General Virology w 2015 roku, autorzy wykazali, ze
inaktywacja poli(A) polimerazy w komoérkach gospodarza, enzymu odpowiedzialnego za
poliadenylacje RNA, znaczaco ostabia cykl lityczny i lizogeniczny bakteriofagdw Stx, w
mniejszym stopniu wplywajac na faga A. Autorzy analizowali réwniez poziom ekspresji genu
pcnB  obserwujac jego znaczacg indukcje w obecnosci MMC wylgeznie w komorkach
zawierajacych lizogenne fagi. Uzyskane wyniki jasno wskazaly na udziat procesu poliadenylacji
RNA w regulacji rozwoju fagéw Stx oraz zaleznos¢ ekspresji poli(A) polimerazy od obecnosci
profagéw. Czy Doktorantka planuje badania zmierzajace do identyfikacji fagowych
czynnikéw regulujacych ekspresje genu pcnB? Czy zmiany w lizogenii oraz cyklu
litycznym fagéw Stx w gospodarzu ze zinaktywowana poli(A) polimeraza wynikajg z
zahamowania procesu poliadenylacji transkryptéw genéw fagowych i ich zmienionej
stabilnosci czy tez z szerszych zmian w stabilnosci transkryptow genow gospodarza? Czy
znane s3 zmiany w transkryptomie mutanta E.coli po inaktywacji genu pcnB?

W przedstawionym do oceny dorobku Doktorantki znajduje si¢ rowniez praca opublikowana w
Scientific Reports w 2015 roku, gdzie autorzy zidentyfikowali microRNA, powstale w wyniku
ciecia wigkszego transkryptu, zaangazowane w regulacje lizogenii, indukcje cyklu litycznego i
adsorpcji na powierzchni komorek gospodarza, faga ¢$24g. O znaczeniu naukowym tego
odkrycia swiadczy fakt, ze zidentyfikowana czgsteczka to pierwszy microRNA organizmow
prokariotycznych, dla ktérego okreslono funkcje biologiczna. Pod wzgledem metodycznym,
praca ta, to doskonaly przyklad zastosowania sekwencjonowania nowej generacji dla
identyfikacji czasteczek sSRNA specyficznych dla gospodarza i badanego faga. Jedyng fagowsg
czasteczkg microRNA, ktorg udalo sie zidentyfikowaé byt 20 nukleotydowy oligorybonukleotyd
(24B 1), powstatly po cigeciu 80 nukleotydowego prekursora. Konstrukcja mutanta pozbawionego
obszaru 24B 1 pozwolila na identyfikacje biologicznej roli zidentyfikowanej czgsteczki
regulatorowej, ktorej brak uposledzal lizogenie, powodowal szybsza indukcje i wiekszg
wydajnos¢ cyklu litycznego oraz stabsza adsorpcje faga na komorkach gospodarza.
Obserwowany efekt potwierdzono poprzez komplementacje mutanta usunietym wczesniej
fragmentem DNA. Analizy in silico oraz badanie poziomu transkrypcji pozwolity wykaza¢ role
24B 1 jako negatywnego regulatora ekspresji antyrepresora d ant. Oprocz 24B 1 autorzy

zidentyfikowali szereg microRNA gospodarza. Czy wsrod tych czgsteczek znaleziono
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czasteczki obecne wylacznie w szczepie lizogennym? Czy zidentyfikowano juz geny,
ktérych transkrypty moga by¢ regulowane przez te czasteczki ?

W tym miejscu cheiatbym podkreslié, ze w kazdej z opublikowanych prac wchodzacych w skiad
pracy doktorskiej Pani Sylwii Bloch dyskusja przeprowadzona jest w sposéb bardzo
profesjonalny, $wiadczacy o $wietnej znajomosci tematyki badawczej oraz umigjgtnosci
krytycznego spojrzenia na wiasne wyniki badafn. Na podkreslenie zastuguje takze swietny
warsztat badawczy Doktorantki, umiejetno$¢ doboru wlasciwych kontroli eksperymentow oraz

weryfikacji uzyskanych wynikow.

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z praca doktorska Pani mgr Sylwii Bloch uwazam, ze
przedstawiona do oceny praca zawiera oryginalne i bardzo wartosciowe wyniki. Wnoszg¢ do
Rady Naukowej Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Sylwii
Bloch do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

7 uwagi na podjete ryzyko naukowe, uzyskane niezwykle cenne wyniki poznawcze oraz
jakos¢ naukowg ocenianej pracy prosz¢ Szanowna Rade o nagrodzenie pracy doktorskiej Pani

Sylwii Bloch przewidziana w regulaminie nagroda.
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