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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Bozeny Nejman -Falenczyk, zatytulowana
"Kontrola replikacjifagów lamblidalnych niosacych geny toksyn Shiga

w swietle potencjalnych, nowych metod ich wykrywania i terapii zakazen enterokrwiotocznymi
szczepami Escherichia coli"

l. Temat i cele pracy doktorskiej

Temat i cele praca doktorskiej mgr Bozeny Nejman - Falenczyk mieszcza sie w jednym
z glównych kierunków wieloletnich i bardzo owocnych poszukiwan naukowych prof. dr hab.
Grzegorza Wegrzyna i Jego wspólpracowników z Katedry Mikrobiologii Uniwersytetu
Gdanskiego, dotyczacym czynników i mechanizmów regulujacych proces replikacji DNA
bakterii i bakteriofagów w warunkach róznych stresów srodowiskowych. Doktorantka podjela
bowiem w swojej pracy wazne i trudne badania patogennych bakterii Escherichia coli
produkujacych toksyne Shiga (STEC), z których najbardziej chorobotwórcze sa
enterohemolityczne szczepy Escherichia coli (EHEC), a znanym z niedawnej epidemii w
Niemczech przedstawicielem tej grupy jest szczep Escherichia coli 0157:H7. Glównym
czynnikiem wirulencji bakterii STEC sa toksyny Shiga, kodowane przez geny stxl i stx2
zlokalizowane w genomach bakteriofagów obecnych w genomach bakterii w postaci profagów,
zaliczanych do grupy bakteriofagów lamblidalnych z racji ich podobienstwa morfologicznego
oraz organizacji genomu faga J...Co niezwykle wazne, w stadium lizogenii synteza toksyny
Shiga, kodowanej przez geny stxl i stx2 profaga jest zahamowana. Indukcja profagów
czynnikami srodowiskowymi prowadzi zas do uruchomienia cyklu litycznego i w konsekwencji
efektywnej syntezytoksyny Shiga.

Celem pracy mgr Bozeny Nejman - Falenczyk bylo poznanie i wyjasnienie mechanizmu
regulacji replikacji DNA fagów niosacych geny stx, w odpowiedzi na rózne czynniki
zewnetrzne, w tym w odpowiedzi na glodzenie aminokwasowe. Celem podjetych badan
poznawczych bylo poznanie mechanizmów replikacji DNA tych lamblidalnych fagów i
porównanie uzyskanej na ten temat wiedzy z dobrze poznanymi mechanizmami regulacji
replikacji DNA faga J... Dodam od siebie, ze wklad Zespolu prof. dr hab. Wegrzyna w
zrozumienie mechanlzmów regulacji replikacji DNA faga lu w warunkach róznych stresów,
zarówno podczas odpowiedzi scislej jak i rozluznionej, jest bardzo znaczacy i dobrze
udokumentowany w literaturze swiatowej. Zalozono, ze obok mechanizmów regulujacych
proces indukcji lambdoidalnych fagów noszacych geny stx, sama efektywnosc replikacji
materialu genetycznego tych fagów moze miec istotny wplyw na liczbe ich kopii w komórce
gospodarza, co moze miec pierwszorzedne znaczenie w regulacji poziomu syntezy toksyn Shiga,
determinujacych w konsekwencji patogennosc bakterii i przebieg infekcji. Z tresci
zamieszczonego w dysertacji Streszczenia jaki i analizy wyników opublikowanych prac wynika
równiez, ze kierunkowym celem pracy doktorskiej bylo, jak pisze Doktorantka, "wskazanie
potencjalnych zastosowan praktycznych uzyskanej nowej wiedzy". Nalezy dodac w tym miejscu,
ze tak szczególowe badania mechanizmu replikacji plazmidów lambdoidalnych kodujacych



synteze toksyn Shiga zostaly po praz pierwszy podjete i z sukcesem zrealizowane w ramach
pracy doktorskiej mgr Bozeny Nejman - Falenczyk.

Praca doktorska mgr Bozeny Nejman - Falenczyk ma postac zbioru trzech
opublikowanych zespolowych prac doswiadczalnych w czasopismach z listy filadelfijskiej,
poprzedzonego zwartym 5-stronicowym Streszczeniem, opracowanym zarówno w jezyku
polskim jak i angielskim. Istotna czesc pracy stanowia jednoznaczne oswiadczenia wszystkich
wspólautorów tych prac o ich rzeczywistym wkladzie w ich realizacje, ze wskazaniem
konkretnych doswiadczen lub innych dzialan wspomagajacych. Analiza tych oswiadczen oraz
fakt, ze mgr Bozena Nejman - Falenczyk jest pierwszym autorem tych trzech opublikowanych
prac upowaznia mnie do stwierdzenia, ze Jej wklad w ich realizacje na wszystkich etapach byl
dominujacy.

Wyniki

Nie dostrzegam zadnej przyczyny, która uzasadnialaby potrzebe opracowania recenzji
pracy doktorskiej mgr Bozeny Nejaman - Falenczyk w sposób tradycyjny, z ocena czesci
teoretycznej pracy, ocena zastosowanych materialów, metod i technik badawczych, czy tez
oceny wartosci uzyskanych wyników oraz ich interpretacji w dyskusji pracy. Doktorantka
przygotowala bowiem dysertacje doktorska zgodnie z nowymi, pozadanymi przez srodowisko
naukowe zasadami, zgodnymi z obowi~jaca obecnie w Polsce Ustawa o Stopniach i Tytulach
Naukowych.

Uwazam, ze najwazniejszym rezultatem podjetych badan, przeprowadzonych przez
Doktorantke badan zgodnie ze wspólczesna "sztuka badawcza" w dziedzinie biologii
molekularnej i genetyki bakterii i bakteriofagów, sa trzy prace opublikowane w "rankingowych",
specjalistycznych czasopismach naukowych swiata: Journal oj Molecular Microbiology and
Biotechnology, 2009; Microbiology, 2011 i Foodborne Pathogens and Disease, 2012, których
wspólczynnik oddzialywania IF wynosi, odpowiednio, 2, 648; 2, 957; 2, 134, zas sumaryczny IF
tych trzech opublikowanych prac, wchodzacych w sklad pracy doktorskiej mgr Bozeny Nejman -
Falenczuk, wynosi 7,.739. Zwazywszy, ze takie znaczace rezultaty naukowe zostaly uzyskane
w czasie Jej 4-letnicn Studiów TIoktoranckich - zasluguje na szczególne uznanie i stosowne
wyróznienie.

W tej sytuacji recenzent czuje sie zwolniony ze szczególowej oceny wszystkich
wyników, opisanych w opublikowanych trzech pracach doswiadczalnych, bowiem wyniki te
podlegaly skrupulatnej i surowej ocenie przez uznanych specjalistów, recenzentów i wydawców
wyzej wspomnianych czasopisma naukowych. Recenzent jest jednak czlowiekiem ciekawym,
od lat sledzi wyniki prac publikowanych przez pracowników naukowych i Doktorantów,
pracujacych w Zespole prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna. Stad, dosc szczególowo zapoznalem
sie takze w wynikami opisanymi w pracach doswiadczalnych wchodzacych w sklad pracy
doktorskiej mgr Bozeny Nejman - Falenczuk. Nie bede jednak wartosciowaluzyskanych
wyników, natomiast pozwole sobie skomentowac z jednej strony jedynie te rezultaty, które mnie
najbardziej zainteresowaly z racji "sprytnej" metodyki zastosowanej dla ich uzyskania, z drugiej
zas te wyniki poznawcze, które moga przelozyc sie na praktyczne zalecenia dotyczace
sposobów farmakologicznego leczenia infekcji bakteriami E. coli produkujacymi toksyny Shiga.

Moim zdaniem, ,,kluczem" dla powodzenia realizowanego projektu bylo skonstruowanie
szesciu lamdoida1nych plazmidów replikacyjnych z genami stx, analogicznych do plazmidu A
(pcB104), zawierajacych region ori bakteriofaga jako jedyne miejsce ich replikacji oraz geny i
sekwencje regulatorowe niezbedne do replikacji plazmidowego DNA. Skonstruowane
lambloida1ne plazmidy, noszace geny kodujace synteze toksyn Shiga, okazaly sie bardzo
dogodnymi modelami, bowiem transformowane do komórek E. coli byly stabilnie utrzymywane
w kolejnych generacjach komórek gospodarza. Stad, mozna bylo przeprowadzic serie dobrze
zaplanowanych doswiadczen, wobec kontroli jaka byl plazmid A (PCB104), majacych na celu
wyjasnienie i zrozumienie podobienstw i róznic w regulacji mechanizmu replikacji ich DNA.
Wyniki na ten temat, swietnie udokumentowane w pracy opublikowanej w Journal oj Molecular
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Microbiology and Biotechnology (2009) dowodza, ze ogólny mechanizm replikacji DNA faga /..,
oraz skonstruowanych plazmidów lamdoidalnych, kodujacych toksyny Shiga, jest bardzo
podobny, aczkolwiek istnieja istotne róznice. Do takich róznic nalezy zaliczyc zdolnosc
niektórych z nich do replikacji w gospodarzu niezdolnym do produkcji bialka DnaA, które w
przypadku faga /..,jest konieczne dla efektywnej aktywacji z promotora pR regionu ori. Druga
ujawniona przez Doktorantke róznica dotyczy bialka DksA, które obok ppGpp stanowi glówny
regulator transkrypcji w warunkach glodowych. W porównaniu z fagiem /"', bialko DksA,
wykazuje, jak sie okazalo, ograniczona zdolnosc pozytywnej regulacji procesu transkrypcji z
promotorów pR skonstruowanych plazmidów lamdoidalnych noszacych geny stx.

Bardzo wazne wyniki, o implikacjach klinicznych, opisano w pracach opublikowanych w
Microbiolgy (2011) oraz Foodborne Pathogenesis and Disease (2012). Uzyskane wyniki
jednoznacznie wskazuja, po pierwsze, ze w warunkach glodzenia aminokwasowego (w
odróznieniu od plazmidu /.., zachodzi silne hamowanie replikacji DNA skonstruowanych
plazmidów lambdoidalnych noszacych geny kodujace synteze toksyn Shiga. Takie hamowanie
obserwowane zarówno w warunkach odpowiedzi scislej jaki i rozluznionej. Po drugie,
wykazano, ze cytrynian sodu, skladnik plynów nawadniajacych stosowanych w przypadku
biegunek, podobnie jak glodzenie aminokwasowe, hamuje rozwój fagów lamdoidalnych
kodujacych synteze toksyn Shiga na poziomie indukcji cyklu litycznego, hamowania replikacji
ich DNA lub hamowania obu procesów równoczesnie. Nalezy w tym miejscu dodac, ze
obserwacja, iz obecnosc glukozy odwraca efekt hamowania replikacji DNA badanych fagów
lamdoidalnych z genami stx, moze miec istotne implikacje praktyczne dla opracowania nowych
procedur zwiazanych ze stosowaniem plynów nawadniajacych w przypadkach infekcji
bakteriami Escherichia coli z grupy (EHEC). Wazna informacja, powiem wskazówka dla
lekarzy, jest takze inne przeslanie specjalistów opisane w ocenianej pracy doktorskiej. W
swietle cytowanych prac oraz bogatego doswiadczenia Zespolu prof. dr hab. Grzegorza
Wegrzyna w dziedzinie badan poznawczych bakteriofagów, szczególnie doceniam przeslanie
zawarte w ocenianej pracy doktorskiej, by nie stosowac w leczeniu tych infekcji takich
antybiotyków i sulfonamidów, które indukuja bakteryjny system SOS, a tym samym indukuja
cykl lityczny profagów noszacych geny kodujace toksyny Shiga, bowiem w efekcie zwiekszaja
ekspresje toksyn okolo 100 razy. W tej sytuacji, w pelni podzielam takze inna, moim zdaniem
bardzo wazna rekomendacje dla lekarzy, która jest zawarta w pracy doktorskiej mgr Bozeny
Nejman- Falenczyk, ze prawidlowa, szybka i pewna diagnostyka przypadków infekcji
bakteriami E. coli z grupy STEC jest kluczem dla wdrazania wlasciwej, bezpiecznej
farmakologicznej terapii zakazonych pacjentów.

Wnioski koncowe

W swietle wyzej przedstawionej, bardzo pozytywnej oceny calej pracy doktorskiej mgr
Bozeny Nejman - Falenczyk, w tym szczególnie war/osci oryginalnych, opublikowanych
wyników oraz waznych wniosków o charakterze poznawczym i aplikacyjnym stwierdzam, ze
oceniana praca doktorska spelnia wszystkie wymagania Ustawy o Stopniach i Tytulach
Naukowych, które sa stawiane kandydatom ubiegajacym sie o stopien naukowy doktora. Stad,
z pelnym, naukowym przekonaniem wnosze do Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie mgr Bozeny Nejman -Falenczyk do dalszych etapów przewodu
doktorskiego.

Wnosze takze o rozwazenie mozliwosci stosownego wyróznienia pracy doktorskiej mgr
Bozeny Nejman -Falenczyk z uwagi na range przeprowadzonych badan oraz wysoka war/osc
uzyskanych wyników, w tym nowych, oryginalnych wyników o charakterze poznawczym,
które zostaly upowszechnione w postaci trzech publikacji w renomowanych, specjalistycznych
czasopismach naukowych.


