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1.

Imi¢ i nazwisko:

Bozena Nejman-Falenczyk

2.

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe —z podaniem nazwy miejsca i roku ich uzyskania oraz
tytutu rozprawy doktorskiej

2012 r. Gdansk — dyplom doktora nauk biologicznych w zakresie mikrobiologii uzyskany na Wydziale

2010 r.

2006 r.

2005 .

2004 r.

3.

Biologii Uniwersytetu Gdanskiego, dnia 15 czerwca 2012 r. na podstawie rozprawy doktorskiej pod
tytulem ,,Kontrola replikacji fagdéw lambdoidalnych niosagcych geny toksyn Shiga w $wietle
potencjalnych nowych metod ich wykrywania i terapii zakazen enterokrwotocznymi szczepami
Escherichia coli”, przygotowanej pod kierunkiem prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna.

Poznan — dyplom ukonczenia studiéw podyplomowych na kierunku Dietetyka i Planowanie
Zywienia, uzyskany na Wydziale Nauk o Zywnos$ci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu, na podstawie pracy dyplomowej pod tytulem ,Niebezpieczenstwa zawigzane ze
skazeniem zywnosci bakteria Escherichia coli O157:H7”, przygotowanej pod kierunkiem prof. dr.
hab. Jozefa Korczaka.

Torun — dyplom ukonczenia uzupetniajacych studiow magisterskich na kierunku Biotechnologia,
uzyskany na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, na
podstawie pracy magisterskiej napisanej w jezyku angielskim pod tytutem: ,,TGF-B receptor
expression determines progressive fibrosis”, przygotowanej pod kierunkiem prof. UMK, dr hab.
Anny Goc i wykonanej w laboratorium prof. Olivera Eickelberga na Uniwersytecie Justusa Liebiga
w Giessen, w Niemczech.

Giessen (Niemcy) — certyfikat ukonczenia I roku migdzynarodowego programu MBML (z ang.
Molecular Biology and Medicine of the Lung) skupiajacego m.in. doktorantéw Szkoty Medycznej na
Uniwersytecie Justusa Liebiga w Giessen, w Niemczech.

Torun — dyplom ukonczenia studiow licencjackich na kierunku Biotechnologia, uzyskany na
Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu, na podstawie pracy
licencjackiej pod tytulem: ,,Charakterystyka Iudzkiego genu BRCAI”, przygotowanej pod
kierunkiem prof. UMK, dr hab. Anny Goc.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Od 2012 r. do chwili obecnej (z potroczng przerwa zwigzang z pobytem na urlopie

macierzynskim) jestem adiunktem w Katedrze Biologii Molekularnej na Wydziale Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego.
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4. Wskazanie osiggni¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2017 r. poz. 1789):

a) tytul osiggnigcia naukowego

Analiza funkcji wybranych, zakonserwowanych rejonow genoméw fagéw Stx w kontekscie
opracowywania nowych metod wykrywania i zwalczania infekcji Shiga-toksycznymi
szczepami Escherichia coli

b) (autor/autorzy, tytul/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci
wydawniczy),

1. BLOCH SK, FELCZYKOWSKA A, NEJMAN-FALENCZYK B#. (2012) Escherichia coli 0104:H4 outbreak-
have we learnt a lesson from it? Acta Biochimica Polonica; 59(4): 483-488 — praca przegladowa
(#) - autor korespondujacy
(IF2012 1,185; pkt MNiSW: 15)

2. BLOCH S, NEJMAN-FALENCZYK B, L0S JM, BARANSKA S, LEPEK K, FELCZYKOWSKA A, L0OS M,
WEGRZYN G, WEGRZYN A. (2013) Genes from the exo-xis region of A and Shiga toxin-converting
bacteriophages influence lysogenization and prophage induction. Archives of Microbiology 195(10-11):
693-703. Dor: 10.1007/300203-013-0920-8 — praca oryginalna

(IF2013 1,861; pkt MNiSW: 20)

3. BLOCH S, NEJMAN-FALENCZYK B, DYDECKA A, £0$ JM, FELCZYKOWSKA A, WEGRZYN A, WEGRZYN
G. (2014) Different expression patterns of genes from the exo-xis region of bacteriophage lambda and
Shiga toxin-converting bacteriophage ®24B following infection or prophage induction in Escherichia
coli. PLoS One 9(10): €108233. DOI: 10.1371/JOURNAL.PONE.0108233 — praca oryginalna

(IF2014 3,234; pkt MNiSW: 40)

4. NEJMAN-FALENCZYK B#, BLOCH S, JANUSZKIEWICZ A, WEGRZYN A, WEGRZYN G. (2015) A simple
and rapid procedure for the detection of genes encoding Shiga toxins and other specific DNA sequences.
Toxins (Basel). 7(11): 4745-4757. DO1:10.3390/TOXINS7114745 — praca oryginalna
(#) — autor korespondujacy

(IF2015 3,571; pkt MNiSW: 30)

Zaprezentowana w niniejszej pracy i opracowana metoda uzyskata krajowg ochrone patentowq (patenty
numer: Bl 218839 oraz B1 220906).
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6.

10.

11.

BLOCH S*, NEJMAN-FALENCZYK B*, TOPKA G, DYDECKA A, LICZNERSKA K, NARAICZYK M, NECEL
A, WEGRZYN A, WEGRZYN G. (2015) UV-sensitivity of Shiga toxin-converting bacteriophage virions
®24B, 933W, P22, P27 and P32. Toxins (Basel). 7(9): 3727-3739. DOI: 10.3390/TOXINS7093727 - praca
oryginalna, (*) — rownorzgdne pierwsze autorstwo

(IF2015 3,571; pkt MNiSW: 30)

NEJMAN-FALENCZYK B, BLOCH S, LICZNERSKA K, FELCZYKOWSKA A, DYDECKA A, WEGRZYN A,
WEGRZYN G. (2015) Small regulatory RNAs in lambdoid bacteriophages and phage-derived plasmids:
not only antisense. Plasmid 78: 71-78. DO1:10.1016/1.PLASMID.2014.07.006 - praca przegladowa

(IF2015 1,732; pkt MNiSW: 15)

NEJMAN-FALENCZYK B*, BLOCH S*, LICZNERSKA K, DYDECKA A, FELCZYKOWSKA A, TOPKA G,
WEGRZYN A, WEGRZYN G. (2015) A small, microRNA-size, ribonucleic acid regulating gene expression
and development of Shiga toxin-converting bacteriophage ®24B. Scientific Reports 5: 10080. DOTI:
10.1038/SREP10080 - praca oryginalna
(*) — rownorzedne pierwsze autorstwo

(IF2015 5,228; pkt MNiSW: 40)

LICZNERSKA K, NEJMAN-FALENCZYK B, BLOCH S, DYDECKA A, TOPKA G, GASIOR T, WEGRZYN A,
WEGRZYN G. (2016) Oxidative stress in Shiga toxin production by enterohemorrhagic Escherichia coli.
Oxid Med Cell Longev. 2016: 3578368. DOI:10.1155/2016/3578368 — praca przegladowa

(IF2016 4,593; pkt MNiSW: 30)

BLOCH S, WEGRZYN A, WEGRZYN G, NEJMAN-FALENCZYK B#. (2017) Small and smaller-sRNAs and
microRNAs in the regulation of toxin gene expression in prokaryotic cells: A mini-review. Toxins
(Basel). 9(6): 181. DOI:10.3390/TOXINS9060181 — praca przegladowa
(#) - autor korespondujacy

(IF2017 3,273; pkt MNiSW: 35)

BLOCH S*, NEJMAN-FALENCZYK B*, PIERZYNOWSKA K, PIOTROWSKA E, WEGRZYN A, MARMINON
CH, BouAziz, Z, NEBOIS, P, JOSE, J, LE BORGNE, M, SASO, L, WEGRZYN G. (2018) Inhibition of Shiga
toxin-converting bacteriophage development by novel antioxidant compounds. J Enzyme Inhib Med
Chem. 33(1): 639-650. DOI:10.1080/14756366.2018.1444610 — praca oryginalna,
(*) — ré6wnorzgdne pierwsze autorstwo

(IF2017 3,638; pkt MNiSW: 25)

DYDECKA A, NEJMAN-FALENCZYK B, BLOCH S, TOPKA G, NECEL A, DONALDSON LW, WEGRZYN G,
WEGRZYN A. (2018) Roles of orf60a and orf61 in development of bacteriophages A and ®24g. Viruses.
10(10): 553. por: 10.3390/v10100553 — praca oryginalna

(IF2017 3,761; pkt MNiSW: 30)
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Osiggniecie naukowe bgdace podstawa do ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego stanowi
cykl powiagzanych tematycznie, jedenastu artykutéw naukowych opublikowanych w latach 2012-2018, w
czasopismach posiadajacych wspotczynnik wptywu Impact Factor (IF) i znajdujacych si¢ w bazie Journal
Citation Reports (JCR). Wszystkie publikacje powstaly po obronie mojej pracy doktorskiej, ktora odbyta sig
w czerwcu 2012 roku. IF podatam wedtug listy JCR zgodnie z rokiem opublikowania pracy lub ostatni
dostepny. Sumaryczny IF dla publikacji wchodzacych w sktad niniejszego osiggniecia naukowego wynosi
35,6 (IF sym). Punkty MNiSW podatam wedtug wykazu czasopism naukowych z listy A, zgodnie z rokiem
opublikowania pracy lub uwzgledniajac ostatni rok, w ktérym przeprowadzono ocen¢ czasopism. Suma
punktow MNiSW uzyskanych dla wyzej wymienionych artykutow wynosi 310 (pkt MNiSW sum).

Wsréd jedenastu zgloszonych przeze mnie prac, cztery sa pracami przegladowymi, natomiast w
pozostatych siedmiu opisane zostaty oryginalne badania naukowe. W trzech z zaprezentowanych prac jestem
autorem korespondujgcym (#), natomiast w sumie w pieciu pierwszym lub rownorzgdnie pierwszym (*). W
pozostalych wymienionych publikacjach jestem drugim w kolejnosci autorem, jednak wystepowatam
wowczas w roli promotora pomocniczego autora (doktorantki) z pierwszej pozycji. Opis mojego
indywidualnego wktadu w powstanie kazdej z publikacji znajduje si¢ w Zalaczniku nr 4. Oswiadczenia
wspotautorow okreslajace ich indywidualny wktad znajduja si¢ w Zataczniku nr 5.

W dalszej czgsci autoreferatu prace wchodzace w sktad niniejszego osiagniecia naukowego sg cytowane
zgodnie z powyzsza numeracjg [praca nr 1-11]. Spis zacytowanej w pkt 4c literatury uzupetniajacej
znajduje si¢ pod opisem. Podczas omawiania osiggnigcia zacytowane zostaty tylko te najbardziej kluczowe
doniesienia. Pozostate prace zostaly zacytowane w omdéwionych ponizej publikacjach.

¢) omodwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omdéwieniem
ich ewentualnego wykorzystania.

Problematyka poruszona w prezentowanym osiggnigciu naukowym dotyczy bakteriofagow Stx
przenoszacych geny groznych dla cztowieka toksyn Shiga. Fagi te, infekuja bakterie Escherichia coli i tym
samym przeksztatcaja je w niebezpieczne, zdolne do produkcji toksyn patogeny, z ktorych najliczniejsza
grupe stanowia enterokrwotoczne szczepy E. coli (EHEC). Badania przeprowadzone w ramach ww. prac
zwracajg uwage na wybrane, zakonserwowane w genomach fagéw Stx rejony sekwencji, mogace miec
znaczenie w wykrywaniu lub zwalczaniu infekcji Shiga-toksycznymi bakteriami. Co istotne, funkcje

niektorych z analizowanych rejonow sekwencji nie byly wczesniej znane.

Najbardziej rozpowszechnionym przedstawicielem bakterii EHEC jest E. coli o serotypie O157:H7,
rozpoznawana na $wiecie od 1982 roku. Bakteria ta, zostala wowczas po raz pierwszy zidentyfikowana jako
przyczyna masowych przypadkéw zatru¢ pokarmowych, przebiegajacych z ostra, dlugotrwala biegunka
krwotoczng oraz bedacych efektem spozycia hamburgeréw, w jednej z restauracji typu fast food, w Stanach
Zjednoczonych (Riley 1 wsp. 1983). Wowczas nie byto jeszcze widomo, Zze przyczyng tych objawow sg
toksyny Shiga, ktorych geny (stx) zlokalizowane sa w genomie wystepujacego w bakterii profaga, a nie w
genomie samej bakterii. Nie wiedziano réwniez, ze produkcja tych niebezpiecznych toksyn uzalezniona jest

od decyzji faga o przejsciu z rozwoju lizogenicznego w cykl lityczny.

5|24



Zalacznik nr 3a — Autoreferat dr Bozena Nejman-Falenczyk

Od tego czasu, zidentyfikowanych zostalo ponad 470 rdéznych serotypéw bakterii E. coli
lizogennych fagami Stx i zdolnych do produkeji toksyn Shiga. Kazdego roku, te patogenne bakterie sg
przyczyna kilkuset tysiecy przypadkéw zachorowan na $wiecie i odnotowuje si¢ znaczacy wzrost liczby
infekcji wywotanych przez inne, niz O157:H7, serotypy bakterii E. coli. (Lee 1 wsp. 2016). Dane
epidemiologiczne wskazuja, iz najczestszg przyczyna masowych zachorowan wywotanych tymi bakteriami
jest spozycie zainfekowanej wolowiny i kietkoéw, ale zrédtami infekcji sa rowniez inne surowe warzywa,
niepasteryzowane soki, a takze woda. Do zanieczyszczenia zywno$ci dochodzi najczeséciej podczas uboju
zwierzat lub nawozenia upraw ich odchodami, gdyz to wtasnie zwierzeta domowe (przede wszystkim bydto)
sg rezerwuarem bakterii EHEC (Kriiger i Lucchesi, 2015). Powszechno$¢ wystgpowania tych bakterii oraz
tatwy dostep do potencjalnych zrodet zakazen sprawiaja, ze oprocz zagrozen zdrowotnych, kazdej epidemii
towarzysza rowniez powazne straty ekonomiczne. W duzej mierze sa one wynikiem wywotanej paniki i
strachu spoteczenstwa przed spozywaniem migsa i warzyw. Dla przyktadu, straty finansowe producentow
zywnosci bedace efektem wywotanej przez Shiga-toksyczny szczep E. coli O104:H4, epidemii w Niemczech
i innych krajach europejskich, w 2011 roku, oszacowano na ponad 3 mld EUR (wg WHO). Gtowna
przyczyna tych obaw jest z kolei §wiadomos$¢, Ze nie istniejg skuteczne sposoby leczenia infekcji bakteriami
produkujacymi toksyny Shiga, a nieleczone infekcje mogg powadzi¢ do rozwoju cigzkich powiktan, takich
jak np. przebiegajacy z ostra niewydolnoscig nerek, zespot hemolityczno-mocznicowy (HUS). Dowiedziono,
iz wiele antybiotykdéw i znanych czynnikow antybakteryjnych nie moze by¢ wykorzystywanych w leczeniu
tego typu infekcji, gdyz indukuja one rozwdj lityczny fagéw Stx, wzmagaja produkcje toksyn i tym samym
zamiast leczy¢, nasilaja objawy chorobowe (Kimmitt i wsp. 2000). Ponadto, wybuch epidemii w 2011 roku
uwidocznil powazne ograniczenia zwigzane z wykrywaniem Shiga-toksycznych bakterii. Problemy te
przeanalizowaliSmy w pracy nr 1. Jak wskazaliSmy, najwigksza trudno$¢ diagnostyczna podczas tej
epidemii wynikata z faktu, ze przyczyna licznych i szybko postepujacych zachorowan byta bakteria o
nietypowych cechach (E. coli O104:H4), wykazujaca podobiefistwo zarowno do enterokrwotocznych, jak i
enteroagregacyjnych (EAEC) szczepdéw E. coli. Okazato si¢ bowiem, Ze bakteria ta posiadata unikatowy
zestaw czynnikow zjadliwoséci. Podobnie jak inne szczepy EHEC produkowala odpowiedzialng za objawy
chorobowe toksyne Shiga, natomiast nie wytwarzata charakterystycznych dla bakterii EHEC biatek intyminy
oraz enterohemolizyny. Co ciekawe, w zamian posiadala geny kodujace czynniki adhezyjne typowe dla
bakterii z grupy EAEC. Ostatecznie ustalono, ze bakteria ta powstata w wyniku wystapienia horyzontalnego
transferu genow i w efekcie nabyla cechy charakterystyczne dla roznych patotypow bakterii E. coli.
Zdolnos¢ do produkcji toksyn Shiga, bakteria E. coli O104:H4 nabyla w wyniku pozyskania profaga
niosgcego geny tych toksyn. Badania sekwencji genomu faga wyizolowanego z tej bakterii, wykazaly jej
duze podobienstwo do genomdéw znanych fagdéw Stx infekujacych bakterie z grupy EHEC. Co istotne
jednak, byt to pierwszy opisany przypadek infekcji fagiem Stx bakterii £. coli o tym serotypie. W efekcie
tego, stosowane podczas epidemii diagnostyczne metody serologiczne okazaly si¢ nieskuteczne. Ponadto,

zawiodly rowniez metody molekularne rutynowo stosowane w wykrywaniu bakterii z grupy EHEC 1 oparte
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na identyfikacji genu intyminy (eae). Odnoszac si¢ do opisanych w pracy nr 1 trudnosci w identyfikacji
bakterii produkujacych toksyny Shiga, w podsumowaniu wskazaliSmy potrzebg opracowania nowych
molekularnych metod diagnostycznych, ukierunkowanych na wykrywanie sekwencji zlokalizowanych na
ruchomych elementach genetycznych, w szczegdlnosci wystepujacych w genomach profagéow Stx sekwencji

genOw toksyn Shiga (stx).

Sami rowniez podjeliSmy sie tego zadania [praca nr 4]. Przeprowadziliémy analize sekwencji genéw
stx kodujacych toksyny Shiga typu 1 oraz 2 i zidentyfikowali§my w ich obregbie rejony o wysokim stopniu
zakonserwowania w genomach fagéw Stx. Do znalezionych fragmentow sekwencji genow stxl i stx2,
zaprojektowalismy dwa zestawy rozpoznajacych je starterow i sond. W efekcie przeprowadzonych prac,
uzyskaliSmy nowa, opartg na technice PCR metode umozliwiajgca wykrywanie ww. sekwencji DNA, ktorej
skutecznos$¢ i specyficznos¢ przetestowalismy na probach DNA pochodzacych z 19 réznych izolatéw Shiga-
toksycznych bakterii E. coli. Material do badan pozyskaliSmy dzigki wspolpracy z dr Aleksandra
Januszkiewicz z Panstwowego Zaktadu Higieny. Zaproponowana przez nas metoda przypomina klasyczne
testy PCR, jednakze w tym przypadku, amplifikacja fragmentow DNA genow toksyn przez polimeraze
DNA, zachodzi w obecnosci pary starterow oraz podwojnie wyznakowanej, specyficznej dla danej sekwencji
sondy DNA. Sondg¢ stanowi krétki odcinek DNA komplementarny do docelowej sekwencji i posiadajacy na
jednym koncu wzbudzany $wiattem UV reporter fluorescencji, a na drugim koncu kompatybilng z tym
znacznikiem, czasteczke wygaszajaca emitowana fluorescencje. Z kolei startery sa zaprojektowane do
fragmentu DNA obejmujacego miejsce wigzania dla tej sondy. W reakcji amplifikacji wykorzystywana jest
aktywnos$¢ 5°—3’ egzonukleazy polimerazy DNA Tagq, dzigki ktoérej sonda, po zwigzaniu si¢ z docelowym
fragmentem DNA, jest degradowana na etapie wydluzania starterow. W wyniku degradacji sondy, reporter
uwalnia si¢ spod dziatania wygaszacza i po wzbudzeniu $wiattem o okreslonej dlugosci fali, emituje sygnat
fluorescencji. Opisany powyzej mechanizm byt juz wczesniej znany (Bustin, 2000) i standardowo
wykorzystywany w reakcji PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR), jednak zgodnie z przedstawiong w
pracy nr 4 koncepcja, postanowiliémy zastosowaé ten schemat w reakcji PCR przeprowadzanej w
klasycznych termocyklerach. W odrdznieniu od wczesniejszych przyktadéw zastosowan, wykorzystaliSmy
mato istotng z punktu widzenia reakcji real-time PCR, mozliwo$¢ wzbudzenia fluorescencji niektorych
reporterow (np. FAM) $wiattem UV i dzigki temu mogliSmy zaproponowa¢ alternatywny w stosunku do
elektroforezy DNA w zelu agarozowym, nowy sposob detekcji powstatego podczas tej reakcji produktu.
Sposob ten jest bardzo prosty, zajmuje zaledwie kilka minut. Polega on na obserwacji w §wietle UV sygnatu
fluorescencyjnego emitowanego przez uwolniony w wyniku degradacji sondy reporter fluorescencji. Co
istotne, sygnal ten jest widoczny ,golym okiem” w postaci zabarwienia mieszaniny poreakcyjnej,
bezposrednio w probowce i1 pojawia si¢ tylko wowczas gdy dojdzie do amplifikacji (komplementarnego do
sondy) docelowego fragmentu DNA [rycina nr 1 — praca nr 4]. Dodatkowo, wykazalismy, ze w

poréwnaniu z klasycznymi testami PCR proponowanymi w potaczeniu ze standardowym sposobem detekcji
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produktow PCR za pomoca elektroforezy w zelu agarozowym, opracowana przez nas metoda jest nie tylko
szybsza, ale i bardziej specyficzna. Ponadto, ze wzglgdu na brak koniecznosci przenoszenia mieszaniny
poreakcyjnej z probowki, jest rowniez mniej podatna na zanieczyszczenia. Z kolei, w odniesieniu do testow
PCR w czasie rzeczywistym, metoda ta nie wymaga przeprowadzenia skomplikowanej analizy wynikow, ani
tez zakupu drogich aparatéw do real-time PCR, gdyz detekcja sygnatu jest tu mozliwa przy uzyciu
klasycznego termocyklera i transiluminatora UV. Zaproponowana metoda spotkala si¢ z uznaniem i w
ramach programu LIDER Narodowego Centrum Badan i Rozwoju zostalam kierownikiem projektu i
otrzymatam fundusze na realizacje badan w tym temacie (Nr Lider/21/92/L-3/11/NCBR/2012). Poza tym, od
2015 roku jest objeta krajowa ochrong patentowg [patenty opisane w pkt I[.B.1-2 zal. 4]. Obecnie kontynuuje
badania nad ukierunkowaniem opracowanej metody na wykrywanie rowniez innych patogenoéw i1 prowadze
prace przedwdrozeniowe w ramach realizacji na Uniwersytecie Gdanskim projektu ,Inkubator

Innowacyjnosci+” finansowanego przez MNiSW (Nr MNISW/2017/DIR/68/11 +).

Przy okazji prowadzenia badan nad metodg wykrywania sekwencji genoéw toksyn Shiga,
zaobserwowaliSmy, ze bakteriofagi Stx sg znacznie bardziej wrazliwe na $wiatlo UV niz blisko z nimi
spokrewniony fag A. W pracy nr 5 wykazaliSmy, ze promieniowanie UV (w dawce 50 J/m?) na negatywny
wplyw na stabilno§¢ wirionéw fagow Stx oraz ich zdolno$¢ do infekcji bakterii E. coli. Analiza z
wykorzystaniem technik mikroskopii elektronowej wykazala, ze przyczyna obnizonej stabilnosci fagéw sa
najprawdopodobniej wywotane $wiattem UV, uszkodzenia kapsydoéw prowadzace, przynajmniej w czesci
analizowanych przypadkow, do wycieku fagowego DNA. Na tej podstawie, wydawac¢ by sie¢ mogto, ze
swiatto UV moze by¢ dobrym narzgdziem do walki z bakteriofagami przenoszacymi geny toksyn Shiga.
Okazalo si¢ jednak, ze zastosowane w podanej powyzej dawce promieniowanie UV, stymuluje rdwniez
indukcje profaga Stx (d24B) i tym samym jego lityczny rozwdj w bakteriach E. coli [praca nr 2]. Co
wiecej, uzyskane przez nas wyniki byly zgodne z wezesniejszymi doniesienia (Aersten i wsp. 2005). Majac z
kolei na uwadze fakt, ze mato prawdopodobne jest, iz to wlasnie $wiatto UV warunkuje indukcje profagow
Stx w dolnym odcinku przewodu pokarmowego czlowieka, postanowiliSmy kontynuowaé rozpoczgte
uprzednio rozwazania (Lo$ i wsp. 2013) na temat roli nadtlenku wodoru w tym procesie. W pracy nr 8,
odwotali$my si¢ do doniesien wskazujacych, ze produkowany przez neutrofile nadtlenek wodoru moze by¢
naturalnym induktorem rozwoju litycznego fagow Stx, w bytujacych w jelitach, patogennych bakteriach E.
coli. PrzypomnieliSmy réwniez, ze mechanizm tej indukcji opiera si¢ na zaleznej od odpowiedzi SOS
degradacji gléwnego represora cyklu litycznego — biatka CI, natomiast sama odpowiedz SOS jest
uruchamiana w efekcie pojawienia si¢ w komorce jednoniciowych fragmentow DNA. Te z kolei, sg efektem
uszkodzen DNA powstajgcych w obecno$ci nadtlenku wodoru, ale takze innych czynnikéw indukujacych
np. wspomnianego $wiatta UV. Na podstawie zaobserwowanych w pracy nr 3 istotnych, uzaleznionych od
zastosowanego induktora, r6znic w poziomie ekspresji fagowych genéw oraz w oparciu o dostgpne dane

literaturowe, w pracy nr 8 zwrdciliSmy uwage na fakt, ze wydajnos¢ indukcji profagow lambdoidalnych (w
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tym Stx) wywolanej nadtlenkiem wodoru jest nizsza, niz w wydajnos¢ indukcji spowodowane]
antybiotykami, czy §wiatlem UV. Przywotane przez nas dane wskazuja, ze do indukcji profagow zachodzi w
zaledwie 1 % komorek populacji bakterii w przypadku zastosowania H,0, i az w 30 % przy uzyciu
antybiotyku mitomycyny C. Zastanawiajac si¢ nad mechanizmem determinujacym tak niska wydajnos¢
indukcji profagéw w warunkach stresu oksydacyjnego, natrafili§my na ciekawa prace (Glinkowska i wsp.
2010) wskazujaca na istotng role, aktywowanego w tych warunkach, biatka OxyR. Dowiedziono, ze biatko
to wigze si¢ w rejonie promotorowym pm-pr faga A i przyczynia si¢ do bardziej efektywnej transkrypcji z
promotora pyv 1 tym samym wzmozonej ekspresji genu cl. Co istotne, analizy in silico przeprowadzone
zardbwno przez nas, jak i autoré6w wspomnianej pracy, wykazaly wystgpowanie potencjalnych miejsc
wigzania dla biatka OxyR w obrebie sekwencji promotorowych pu-pr fagéw Stx. Na tej podstawie, w pracy
nr 8 zaproponowalismy wspolny dla fagéw A i1 Stx, regulowany przez biatko OxyR mechanizm indukcji
profagow nadtlenkiem wodoru. Mechanizm ten zaktada, ze w warunkach wywotanego obecnoscia H>O»
stresu oksydacyjnego, aktywne biatko OxyR przyczynia si¢ do wzmozonej produkcji biatka CI, ktorego duza
ilo$¢ nie jest w catosci degradowana podczas uruchomionej odpowiedzi SOS. W efekcie, w wickszosci
komorek analizowanej populacji bakterii, biatko to nadal funkcjonuje utrzymujac faga w stanie lizogenii, a
tylko w niewielkiej ich czgsci dochodzi do uruchomienia cyklu litycznego i produkcji fagowych biatek (w
tym toksyn w przypadku fagow Stx). Komorki, w ktorych doszto do indukcji profaga ging i postuluje sig, ze
liza zachodzaca w niewielkiej frakcji komodrek bakteryjnych w populacji, jest mechanizmem obronnym catej
populacji, w efekcie ktorego czgs¢ bakterii ,,poS§wieca si¢” aby inne mogly przetrwaé spotkanie z atakujacym
je drapieznikiem (Lo$ i wsp. 2013). Co istotne, to wlasnie uwolnione w reakcji obronnej toksyny Shiga sa
narzgdziem w walce z zagrazajacym bakteriom organizmem (np. pierwotniakiem Tetrahymena thermophila)
i mogg doprowadzi¢ do jego $mierci. Zaskakujace jest rowniez to, ze nadtlenek wodoru, ktéry uruchamia
mechanizm obronny bakterii, wydzielany jest najczgsciej przez samego drapieznika (Lainhart i wsp. 2009).
Co ciekawe, podobna sytuacja wystepuje w ludzkich jelitach, gdzie do produkcji nadtlenku wodoru zdolne
sg neutrofile naptywajace w odpowiedzi na infekcje bakteryjng. W tym $wietle, panujace w jelitach warunki
stresu oksydacyjnego, wydaty si¢ nam najbardziej prawdopodobnym sygnatem do produkcji toksyn Shiga
przez patogenne bakterie E. coli bytujace w przewodzie pokarmowym cztowieka. Z tego wzgledu wtasnie,
istotne byto dla nas poznanie kolejnych rejonéw w genomach fagéw Stx, majacych znaczenie w tego typu

reakcji stresowej.

Takim rejonem okazat si¢ fragment fagowej sekwencji zlokalizowany pomigdzy genami exo i xis. Jak
wykazaliSmy w pracy nr 2, znamienne dla rejonu exo-xis fagéw A 1 Stx sg cztery otwarte ramki odczytu
(opisane u faga A jako: orf60a, orf63, orf61 i orf73) o nieznanej jeszcze do niedawna funkcji oraz jeden
rozpoznany, jednak niescharakteryzowany gen (ea22). Co ciekawe, okazato si¢, ze w przeciwienstwie do
faga A, rejony exo-xis analizowanych przez nas fagéw Stx, zawierajg dodatkowe otwarte ramki odczytu i nie

posiadajg odpowiednika genu ea8.5. Majac §wiadomos¢, ze zachowane ewolucyjnie sekwencje moga

9|24



Zalacznik nr 3a — Autoreferat dr Bozena Nejman-Falenczyk

wskazywac na ich istotne znaczenie biologiczne oraz na podstawie wczesniejszych doniesien dotyczacych
rejonu exo-xis faga A (Los i wsp. 2008), postanowiliémy zbada¢ wplyw tego rejonu na rozwoj faga Stx
(®24B) w bakteriach E. coli. Poczatkowo, prowadziliSmy badania w warunkach nadeskpresji calego rejonu
exo-xis, wprowadzajac do komoérek bakteryjnych plazmid zawierajacy dodatkowa kopie fragmentu
sekwencji faga ®24B, znajdujacego si¢ pomiedzy genami exo i xis. W efekcie przeprowadzonych prac,
zaobserwowaliSmy wzrost liczby czastek fagowych w wariancie z nadekspresja rejonu, po indukcji
wymuszonej zaréwno mitomycyng C, jak i nadtlenkiem wodoru, przy czym efekt ten byl bardziej widoczny
w doswiadczeniu prowadzonym w temperaturze 30°C [praca nr 3] niz 37°C [praca nr 2]. Ponadto,
wykazali$my, ze wskutek wymuszonej indukcji profaga w bakteriach niosacych dodatkowa kopie sekwencji
rejonu exo-xis na plazmidzie, nastapit wzrost poziomu fagowego DNA i jednoczesny spadek przezywalnosci
bakterii £. coli, w poréwnaniu z proba kontrolng [praca nr 3]. Zgodnie z oczekiwaniami, wydajnos$¢ procesu
lizogenizacji bakterii E. coli fagiem ®24B oraz przezywalnos$¢ bakterii po infekcji tym fagiem byty nizsze w
wariancie z nadekspresja tego rejonu [praca nr 2]. W $swietle uzyskanych wynikow wysuneliSmy wstepny
wniosek, Ze istnieje zalezno$¢ pomigdzy rejonem exo-xis, a litycznym rozwojem fagoéw lambdoidalnych.
Spostrzezenia te byly zgodne z wcze$niejszymi doniesieniami dotyczacymi faga A, ktore dowiodly, ze w
warunkach nadekspersji rejonu exo-xis faga A dochodzi do obnizenia poziomu transkrypcji z promotoréw
zaleznych od biatka CII, a mianowicie pg, pr oraz p.q, ktorych aktywnos¢ z kolei jest istotna z punktu
widzenia cyklu lizogenicznego (Los$ i wsp. 2008). Na tej podstawie, podjeliSmy decyzj¢ o rozwinigciu badan
w tym temacie. Wspodlnie przygotowalismy projekt badawczy, ktory uzyskatl finansowanie w konkursie Opus
5 Narodowego Centrum Nauki (Nr UMO-2013/09/B/NZ2/02366). Jako wspottworca projektu objetam w
nim funkcje gtéwnego wykonawcy 1 wspolnie z innymi uczestnikami grantu, kontynuowali§my badania nad
rejonem exo-xis fagow lambdoidalnych. Badania przeprowadzilismy z wykorzystaniem fagowych mutantow
delecyjnych, pozbawionych sekwencji catego lub okreslonego fragmentu rejonu exo-xis. Mutanty zostaty
uzyskane przez nas za pomocg rekombinacji homologicznej. W efekcie wykonanych przez nas prac
badawczych powstal artykut [praca nr I1.A.12 zat. 4], ktory nie zostat wlaczony do niniejszego osiagnigcia,
jednak jest z nim powigzany tematycznie. W pracy tej wykazaliSmy, ze wymuszona nadtlenkiem wodoru
indukcja profaga ®24BAexo-xis, pozbawionego rejonu exo-xis, byla drastycznie uposledzona. Co ciekawe,
wykrywana liczba czastek fagowych w tym wariancie byla na poziomie wartosci uzyskanych podczas
indukcji spontanicznej, czyli w probie kontrolnej bez dodatku induktora. Dodatkowo, w poréwnaniu z
fagiem typu dzikiego, odnotowali§my obnizenie poziomu ekspresji kluczowych fagowych genow, po
indukcji nadtlenkiem wodoru fagowego mutanta delecyjnego ®24BAexo-xis, natomiast nie AAexo-xis. Ku
naszemu zaskoczeniu, w tych warunkach zauwazyliSmy réwniez obnizony, w poréwnaniu z wariantem
kontrolnym, poziom ekspresji kluczowych dla odpowiedzi SOS gendéw bakteryjnych. Co istotne, efekt ten
byt widoczny u obydwu analizowanych fagow, aczkolwiek bardziej spektakularne réznice uzyskaliSmy w
przypadku mutanta delecyjnego faga ®24B. Na tej podstawie wywnioskowali§my, ze zakodowane w rejonie
exo-xis fagow lambdoidalnych produkty odgrywajg istotng role w indukowanej H>O, odpowiedzi SOS i w
10 | 24



Zalacznik nr 3a — Autoreferat dr Bozena Nejman-Falenczyk

zwiagzku z tym postanowiliSmy przyjrze¢ si¢ blizej zlokalizowanym w tym rejonie otwartym ramkom
odczytu. Naszg uwage zwrdcity, zlokalizowane w rejonie exo-xis faga ®24B, sekwencje vb 24B 9c oraz
vb 24B 7c, stanowigce odpowiedniki dwodch otwartych ramek odczytu (orf60a oraz orf6l),
zidentyfikowanych w rejonie exo-xis faga A. Dla uproszczenia, w naszej dalszej pracy przyjeliSmy dla nich
nazwy zgodnie z nomenklaturg stosowang u faga A. W pracy nr 11 wykazalismy, ze sekwencje orf60a oraz
orf61 sa wysoko zakonserwowane w genomach fagow Stx, zardwno na poziomie zapisu nukleotydowego,
jak 1 aminokwasowego (po przettumaczeniu). Z kolei analizujac rozwdj w bakteriach E. coli fagowych
mutantéw delecyjnych pozbawionych tych sekwencji (©24BAorf60a oraz ®24BAorf61) dowiedlismy, ze
obie analizowane ramki odczytu maja znaczenie podczas indukcji profaga ®24B nadtlenkiem wodoru, gdyz
ich usunigcie z genomu faga miato negatywny wptyw na ten proces. Co istotne jednak, obserwowany efekt
nie byl tak spektakularny, jak w przypadku delecji catego rejonu exo-xis z genomu faga ®24B [praca nr
II.A.12 zat. 4]. Poza tym, pomimo wysokiego podobienstwa tych sekwencji do analogicznych otwartych
ramek odczytu w rejonie exo-xis faga A, nie zaobserwowalismy tak istotnego wptywu mutantéw delecyjnych
Morf60a oraz AMorf6l. Rowniez odnotowany przez nas wzrost wydajnosci lizogenizacji bakterii E. coli
fagowymi mutantami delecyjnymi byt bardziej znaczacy w przypadku mutantow faga ®24B niz A. W $wietle
wynikow uzyskanych zaro6wno w warunkach nadekspresji, jak i1 delecji rejonu exo-xis, wysungliSmy
wniosek, ze rejon ten odgrywa wazng role w procesie indukcji profagow Stx oraz ich dalszego rozwoju
litycznego w warunkach stresu oksydacyjnego. Znaczenie otwartych ramek odczytu orf60a oraz orf61 jest
istotne w tym procesie, aczkolwiek wptyw catego rejonu exo-xis jest zdumiewajacy i niewatpliwie jest on
wynikiem wspotdziatania rowniez innych czynnikow z tego rejonu. m.in badanej przez nas otwartej ramki
odczytu orf63 [praca nr I.A.14 zal. 4]. Co prawda, praca opisujaca orf63 nie weszta w sklad niniejszego
osiggnigcia i jest omowiona w punkcie 5 autoreferatu, jednak od niej zaczgta si¢ nasza aktywna wspoltpraca z
prof. Loganem Donaldsonem z Uniwersytetu York w Kanadzie. Wspotprace t¢ kontynuowalismy przy okazji
badan nad orf60a oraz orf61 i podtrzymujemy ja do dnia dzisiejszego. Wspolnie prowadzimy badania nad
kolejnymi czynnikami z rejonu exo-xis, a obecnie analizujemy gen ea22. Uzyskana dotad wiedza,
uzmystowita nam, ze wyjasnienie mechanizmu, za pomoca ktérego czynniki zakodowane w rejonie exo-xis
reguluja rozwoj fagow Stx w warunkach stresu oksydacyjnego moze mie¢ znaczenie zarOwno poznawcze,
jak 1 potencjalne znaczenie praktyczne. Majac §wiadomo$¢, ze patogenno$¢ Shiga-toksycznych bakterii w
jelitach czlowieka zalezy przede wszystkim od wyboru jakiego dokonuje bakteriofag na etapie podjecia
decyzji ,,liza czy lizogenia” oraz od wydajnosci indukcji profaga i jego dalszego rozwoju litycznego w
warunkach stresu oksydacyjnego, zasugerowali$my, ze uzyskana przez nas wiedza, moze mie¢ znaczenie w

opracowywaniu alternatywnych, w stosunku do antybiotykdw, terapii leczenia.

W kontekscie prowadzenia badan istotnych z punktu widzenia opracowywania takich nowych terapii,
podjelismy dodatkowe kroki. Majac na uwadze, iz stan stresu oksydacyjnego jest efektem dziatania wolnych

rodnikow (w tym powstajacego z nadtlenku wodoru wysoce reaktywnego rodnika hydroksylowego), ktore to
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powoduja w komorce liczne uszkodzenia, m.in. uruchamiajgce odpowiedz SOS uszkodzenia DNA, w
kolejnym etapie badan [praca nr 10] postanowiliémy sprawdzi¢, czy zwigzki o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych moga przeciwdziata¢ indukcji profagow Stx w takich warunkach. Dzigki wspotpracy z
grupa badawcza prof. Luciano Saso z Uniwersytetu Sapienza w Rzymie pozyskalismy 46 nowo
zsyntetyzowanych zwiazkoéw i przeanalizowali§my ich wptyw na wzrost bakterii E. coli lizogennych fagiem
Stx (®24B) po indukcji profaga. W przypadku 15 badanych zwiazkéw, pomimo zastosowania induktora,
zaobserwowali$my istotny wzrost bakterii w hodowli prowadzonej w obecnosci zwigzku, w poréwnaniu z
wariantem kontrolnym (DMSO). ZasugerowaliSmy, ze moze to §wiadczy¢ o zahamowaniu procesu indukcji
profaga lub jego dalszego rozwoju litycznego. Chcac potwierdzi¢ nasze przypuszczenia, postanowiliSmy
zbada¢ wptyw ww. zwiazkdéw na liczbe czastek fagowych powstajacych podczas rozwoju faga w warunkach
indukcji wymuszonej réznymi induktorami, w tym nadtlenkiem wodoru. W efekcie przeprowadzonej
analizy, zaobserwowaliSmy, ze pomimo uzycia nadtlenkiem wodoru, nastgpit drastyczny spadek liczby
czastek fagowych w hodowlach prowadzonych w obecnosci badanych zwigzkéw, w poréwnaniu z
wariantem kontrolnym (DMSO). Co wigcej, przeprowadzona dla trzech wybranych zwigzkow, analiza
ekspresji genow w tych warunkach, wykazala znaczny spadek poziomu ekspresji genéw bakteryjnych,
istotnych z punktu widzenia odpowiedzi na stres oksydacyjny oraz kluczowych genéw cyklu litycznego
faga, natomiast wzrost poziomu ekspresji genu fagowego represora CI. Swiadczy to najprawdopodobniej o
ukierunkowanym dziataniu testowanych zwigzkow, ktore obnizajac poziom stresu oksydacyjnego w
komodrce zapobiegaja wymuszane] nadtlenkiem wodoru indukcji profagow Stx. W konsekwencji,
umozliwiaja one zatrzymanie rozwoju faga w stanie lizogenii i zapobiegaja produkcji toksyn Shiga. W
praktyce, stwarza to potencjalne mozliwosci wykorzystania tych zwigzkow do zwalczania infekcji Shiga-

toksycznymi bakteriami.

Pozostajac w temacie poszukiwania kolejnych rejondw sekwencji fagow Stx, mogacych mieé
znaczenie w opracowywaniu alternatywnych terapii leczenia infekcji tymi bakteriami, postanowiliSmy
przyjrzec si¢ blizej zakodowanym w genomach tych fagéw matym regulatorowym czasteczkom RNA. Nasz
wybor nie byt przypadkowy. W literaturze opisanych zostalo wiele przyktadéw terapeutycznego znaczenia
tego typu czgsteczek (DeJong i wsp. 2002). W pracy nr 6 gruntownie przeanalizowali§my dwie niekodujace
czasteczki RNA zidentyfikowane u faga A (aQ RNA i oop RNA). Nastepnie, na podstawie wynikow
wykonanych przez nas analiz in silico, wykazaliSmy obecno$¢ w genomach fagow Stx dos¢ dobrze
zakonserwowanej sekwencji kodujacej czasteczke oop RNA i opracowalismy dla niej prawdopodobne
modele struktury drugorzedowej. Ponadto, zebrali$my informacje o innych, nowo odkrytych w genomach
fagow Stx, matych, niekodujgcych czasteczkach RNA, ktorych okazato si¢ by¢ catkiem sporo. Zachgceni
tymi doniesieniami, sami rowniez postanowiliSmy poszuka¢ nowych, fagowych czagsteczek tego typu. W
efekcie przeprowadzonych badan [praca nr 7], odkryliSmy pierwsza czasteczke typu mikroRNA, ktora

nazwaliSmy 24B_1, od nazwy bakteriofaga ®24B, u ktdrego zostala znaleziona. Zidentyfikowana czasteczka
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ma zaledwie 20 nukleotydow i powstaje prawdopodobnie z dhuzszego 80-nukleotydowego transkryptu
prekursorowego. W oparciu o przeprowadzone przez nas analizy in silico ustalili$my, ze sekwencja kodujaca
czasteczke 24B 1 znajduje si¢ w genomie faga ®24B pomiedzy genem /om oraz otwarta ramka odczytu
vb _24B 43, jest wysoko zakonserwowana w genomach fagow Stx i nie wystgpuje w genomie faga A.
Dodatkowo, zidentyfikowaliSmy dwa potencjalne miejsca wigzania dla tej czasteczki, z ktérych pierwsze jest
zlokalizowane powyzej fagowego genu S, a drugie znajduje si¢ w obrebie genu d ant, kodujacego
prawdopodobnie biatko o wtasciwos$ciach antyrepresora. Nastgpnie, wykonaliSmy szereg doswiadczen z
wykorzystaniem fagowego mutanta delecyjnego pozbawionego sekwencji kodujacej te czasteczke i
wykazaliSmy jej istotno$¢ biologiczng. ZaobserwowaliSmy, ze usuniecie sekwencji dtuzszej formy
czasteczki 24B 1 z genomu faga, skutkowalo m.in. obnizeniem wydajnosci lizogenizacji bakterii E. coli i
ich przezywalnosci po infekcji fagiem, poza tym przyspieszeniem momentu indukcji profaga i jednoczesnie
zwigkszeniem liczby potomnych czastek fagowych podczas cyklu litycznego. Ponadto, odnotowaliSmy
znacznie podwyzszony poziom ekspresji kluczowych genow fagowych podczas infekcji komorek
bakteryjnych mutantem ®24BA24B 1 i na podstawie uzyskanych wynikéw zaproponowali$my mechanizm
dzialania tej czasteczki. Mechanizm ten wskazuje na rolg czasteczki 24B 1 jako negatywnego regulatora
ekspresji genu d_ant, ktorego produkt z kolei hamuje najprawdopodobniej aktywno$¢ gtownego represora
cyklu litycznego faga, czyli biatka CI. W konsekwencji dziatania czasteczki 24B_1, nie powstaje biatko
antyrepresora, a CI efektywnie hamuje transkrypcje z gtownych promotorow fagowych pr i pr i tym samym
rowniez ekspresje¢ istotnych dla rozwoju litycznego fagowych gendéw. Podsumowujac nasze obserwacje
stwierdziliSmy, Ze czasteczka 24B_1, ktéra pod wieloma wzglgdami przypomina eukariotyczne mikroRNA,
odgrywa istotng role na etapie wyboru przez faga jednej z dwoch alternatywnych drog rozwojowych: , lizy
badz lizogenii” i posrednio stymuluje lizogeniczny rozwoj faga ®24B w bakteriach E. coli. Na podstawie
tego istotnego odkrycia, w pracy nr 9 zainicjowali§my rozwazania na temat wystepowania i roli czasteczek
typu mikroRNA u organizmoéw prokariotycznych, jako ze niewiele na ten temat bylo dotad wiadomo, a
niektorzy naukowcy wregcz kwestionowali funkcjonowanie tego typu prokariotycznych czasteczek.
Analizujac 6wczesny stan wiedzy dotarlismy do wczesniejszych doniesien wskazujacych na istnienie kilku
rownie krotkich, co 24B 1, czasteczek typu mikroRNA pochodzenia bakteryjnego, ktorych funkcje nie
zostaly jednak poznane. Co istotne, w kilku opisanych przypadkach potwierdzono wystgpowanie dtuzszych
prekursorowych transkryptow. Na tej podstawie zasugerowali§my, ze prokariotyczne czasteczki typu
mikroRNA przechodza analogiczny do eukariotycznych mikroRNA proces obrobki. Mechanizm postawania
krotkich czasteczek RNA z dluzszych form nie zostat poznany, aczkolwiek na podstawie analizy wynikow
NGS wskazaliSmy, ze do przecigcia prekursora dochodzi najprawdopodobniej w specyficznym miejscu.
Jednoczesénie, zwrociliSmy uwage na odniesienia potwierdzajace wystgpowanie bakteryjnych czasteczek
typu mikoRNA w pecherzykach blony zewnetrznej oraz na hamujacy wptyw takich czasteczek na produkcje
niektorych cytokin i uktad odpornosciowy gospodarza. Odnoszac si¢ do tych doniesien, dostrzeglismy

kolejng analogi¢ do eukariotycznych mikroRNA, ktérych transport moze réwniez odbywac si¢ przy udziale
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uwalaniach przez komodrki matych pecherzykow tzw. eksosoméw. W oparciu o te spostrzezenia,
zasugerowaliSmy wyodrgbnienie czasteczek typu mikroRNA jako kolejnej (obok cis- i trans-kodowanych
matych RNA) grupy regulatorowych czasteczek RNA, funkcjonujgcych w komorkach prokariotycznych.
Hipoteza ta wydaje si¢ by¢ wysoce prawdopodobna w kontekscie wiruséw tagodnych (czyli m.in fagéw
Stx), zdolnych do rozwoju zaréwno lizogenicznego, jak i litycznego. Jest to podyktowane tym, ze czasteczki
mikroRNA zostaly zidentyfikowane i dobrze poznane u wiruséw atakujacych komorki eukariotyczne,
gtéwnie herpeswirusow (Pfeffer i wsp. 2004), ktére podobnie jak fagi Stx, przechodza dwie fazy cyklu,
utajong (latentng) oraz lityczna i co ciekawe sa spokrewnione z fagami ogonkowymi, do ktérych fagi Stx
rowniez naleza (Baker i wsp. 2005). U herpeswiruséw czasteczki mikroRNA odgrywaja niezwykle istotna
role na etapie przejscia wirusa z jednej fazy cyklu do drugiej i wiele z nich (podobnie jak zidentyfikowana
przez nas czasteczka 24B 1) jest zaangazowanych w utrzymanie wirusa w stanie utajonym. Poza tym,
czasteczki te odpowiadaja m.in. za regulacje czasu zycia i $mierci zainfekowanej komorki, kontroluja
intensywnos$¢ jej proliferacji, a takze przeciwdziatajg reakcji ze strony uktadu immunologicznego
gospodarza (Grey, 2015; Piedade i wsp. 2016). Na tej podstawie spekulujemy, ze analogiczna do
herpeswirusow, mikroRNA-zalezna kontrola przejscia wirusa z rozwoju utajonego w lityczny, moze mieé
miejsce w przypadku fagow Stx, a poznanie mechanizmu tej regulacji bedzie stanowito cel naszych dalszych
badan. Na ich kontynuacj¢ uzyskaliSmy finasowanie w ramach trzech projektow badawczych. Pierwszy z
projektow, ktorego jestem wspotautorem i gtownym wykonawca, jest finansowany w ramach konkursu Opus
15, ogloszonego przez Narodowe Centrum Nauki (Nr UMO-2018/29/B/NZ1/00549) i jego nadrzednym
celem jest kontynuacja badan nad czasteczka 24B_1, w szczegdlnos$ci poznanie mechanizmu jej biogenezy
oraz okreslenie docelowych dla tej czasteczki miejsc dziatania. W dwodch pozostatych projektach pehnie
funkcj¢ kierownika i na ich realizacj¢ pozyskatam fundusze w konkursach Sonata Bis 8 (Nr dec.
2018/30/E/NZ1/00400) oraz Miniatura-2 (Nr dec. 2018/02/X/NZ1/02680), ogloszonych przez te sama
instytucje. W kierowanych przeze mnie projektach zamierzam przeprowadzi¢ odpowiednio 1) poszukiwania
i analiz¢ nowych, malych czasteczek RNA zaangazowanych w regulacje ekspresji genow
antyrepresorowych, istotnych z punktu widzenia przejscia fagow Stx ze stanu lizogenii w cykl lityczny oraz
2) analize wptywu zidentyfikowanych czasteczek na zmiany w metabolizmie bakterii. Niewatpliwie, dalsze
badania dotyczace regulatorowych czasteczek RNA funkcjonujacych w komorkach prokariotycznych, beda
mialy istotne znaczenie poznawcze, ale niewykluczone jest rowniez, ze dostarczg one nowych rozwigzan

terapeutycznych i diagnostycznych wykorzystujacych te czasteczki.
Podsumowujac omowiony powyzej cykl publikacji, za najwazniejsze osiagnigcia uwazam:

1. Podniesienie $§wiadomosci spoteczenstwa na temat trudno$ci w wykrywaniu bakterii
produkujacych toksyny Shiga, ktorych glowne czynniki wirulencji (geny stx) zlokalizowane sg w

obrebie ruchomych elementoéw genetycznych.
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2. Opracowanie nowej, opartej na technice PCR, metody umozliwiajacej wykrywanie dobrze
zachowanych fragmentow sekwencji gendéw kodujacych toksyny Shiga, charakteryzujacej sie
szybkim i prostym w wykonaniu, a przy tym niedrogim i przede wszystkim skutecznym sposobem

detekcji powstajacych produktow.

3. Zidentyfikowanie rejondOw o zakonserwowanej w genomach fagow Stx sekwencji i majacych

znaczenie w odpowiedzi na warunki stresu oksydacyjnego i uruchomieniu cyklu litycznego faga.

4. Wpykazanie skutecznosci dziatania zwigzkow o wlasciwosciach antyoksydacyjnych w hamowaniu

litycznego rozwoju faga Stx w bakteriach E. coli, w warunkach stresu oksydacyjnego.

5. Odkrycie pierwszej fagowej czasteczki typu mikroRNA o wysoko zakonserwowanej wsrod fagow
Stx sekwencji i wykazanie jej istotnej, pro-lizogenicznej roli w rozwoju tych fagow w bakteriach

E. coli.

6. Uwidocznienie réznic w rozwoju fagéw Stx oraz blisko spokrewnionego faga A i wykazanie, ze
pomimo ogoélnego podobienstwa sekwencji tych fagdow i ich podobnej organizacji, w okreslonych

rejonach genomu, sekwencje te istotnie si¢ roznia.

Przeprowadzona analiza wyzej wymienionych, dobrze zachowanych w genomach fagéow Stx rejonow
sekwencji, ma trojaki wymiar. Z jednej strony wytypowali$my istotne, z punktu widzenia diagnostyki i
leczenia, rejony sekwencji i okreéliliSmy ich rolg w rozwoju fagow Stx (jesli nie byta dotad znana). Z drugiej
strony, wskazali§my mozliwosci wykorzystania uzyskanej o tych rejonach i o zakodowanych w nich
produktach, wiedzy, w opracowywaniu nowych metod wykrywania lub zwalczania infekcji wywolanych
Shiga-toksycznymi bakteriami E. coli. Po trzecie dowiedliémy, Zze wiedza o mechanizmie rozwoju
modelowego faga A nie moze by¢ w wigkszosci przypadkow bezposrednio przenoszona na fagi Stx i istotna

jest jej weryfikacja w indywidualnym podejsciu.
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

Poza wskazanym powyzej osiggnigciem naukowym stanowigcym cykl 11 powigzanych tematycznie
publikacji, prowadzitam rowniez badania w innych obszarach biologii molekularnej. Oprocz tych 11 prac, w
swoim dotychczasowym dorobku naukowym posiadam jeszcze 15 artykutow, z ktorych 3 powstaly na
podstawie wynikoéw prowadzonych przeze mnie badan w trakcie studiow magisterskich, kolejne 3 weszty w

sktad mojej pracy doktorskiej, a nastepne 9 powstato po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora.

Pierwsze prace w moim dorobku naukowym wigza si¢ z tematem badan mojej pracy magisterskiej,
ktéra przygotowalam w Zaktadzie Genetyki Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, pod kierunkiem
Pani prof. UMK, dr hab. Anny Goc, na podstawie wynikéw doswiadczen wykonanych w laboratorium Pana
prof. Olivera Eickelberga na Uniwersytecie Justusa Liebiga w Giessen, w Niemczech. Do grupy prof.
Eickelberga dotgczytam w pazdzierniku 2004 roku (w trakcie I roku uzupetniajacych studiow magisterskich)
i przebywatam tam do konca wrzesnia 2005 r. Podczas rocznego pobytu w Giessen uczestniczylam w
mig¢dzynarodowym programie pod tytutem ,,Molecular Biology and Medicine of the Lung” (w skrocie
zwanym MBML). Program ten przeznaczony jest glownie dla studentow studiow doktoranckich
zajmujgcych si¢ szeroko rozumiang problematyka biologii molekularnej i medycyny ptuc. Obejmuje on
odbywajace si¢ w jezyku angielskim ¢wiczenia, seminaria, wyktady oraz egzaminy, w ktérych bratam udziat
i ktore zaliczytam z bardzo dobrym wynikiem bedac zaledwie absolwentka studiow licencjackich. Oprocz
uczestnictwa w zajeciach, poswigcatam si¢ roéwniez pracy badawczej, ktorg wykonywatam w laboratorium
Pana prof. Olivera Eickelberga. Tematyka moich badan dotyczyta poznania molekularnych mechanizméw
powstawania dwoch przewleklych schorzen, a mianowicie idiopatycznego wtoknienia ptuc oraz plucnego
nadcis$nienia tgtniczego (PAH). Prowadzone przeze mnie badania zaowocowaty praca magisterska w jezyku
angielskim pt. ,,TGF-B receptor expression determines progressive fibrosis” oraz trzema artykutami
opublikowanymi w wysoko notowanych czasopismach z listy JCR: Arteriosclerosis, Thrombosis, and
Vascular Biology, European Respiratory Journal oraz Circulation. W opublikowanych badaniach
wykorzystaliSmy do$¢ nowy jak na dwczesne czasy, indukowany monokrotaling (MCT) szczurzy model
nadci$nienia ptucnego oraz lini¢ szczurzych komorek migséni gtadkich tetnicy ptucnej (PASMC). Analizujac
poszczegdlne czynniki nalezace do nadrodziny transformujacego czynnika wzrostu f (TGF-B) wykazalismy,
ze w homogenacie tkanki ptucnej pochodzacej od szczuréw w czwartym tygodniu choroby, nastgpito
drastyczne obnizenie poziomu ekspresji zardwno genu, jak i ilo$ci produkowanego biatka receptora typu Il
TGFBR-2 oraz receptora Acvrll. Ponadto, zaobserwowalismy istotny spadek ilosci biatek typu Smad (3 i 4).
Z kolei, juz w drugim tygodniu eksperymentu odnotowali$my znaczace obnizenie poziomu ufosforylowanej
formy biatka Smad2 (pSmad2) i potwierdziliémy te wyniki na wyprowadzonej od badanych szczurow linii

komodrkowej PASMC. Na tej podstawie, zasugerowali$my uposledzenie $ciezki przekazywania sygnatu
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zaleznej od Smad2/3 w analizowanym szczurzym modelu PAH i zwrociliSmy uwage na istotne znaczenie
szlaku zaleznego od ligandow TGF-f w tym schorzeniu [praca nr IL.A.1 zal 4]. Jednocze$nie
analizowali$my szlak sygnatowy zalezny od czynnikow nalezacych do rodziny morfogenetycznych biatek
kosci (BMPs). W tym przypadku réwniez zaobserwowali$my istotny spadek poziomu ekspresji genéw oraz
ilosci biatek receptorowych (BMPRIb, BMPRII), a takze bialek typu Smad (4, 5, 8 oraz pSmadl),
$wiadczacy o dysfunkcji tego szlaku w badanym modelu PAH [praca nr I1.A.2 zal. 4]. W ostatniej pracy z
tego okresu dowiedliSmy wystgpowania oddziatywania pomiedzy receptorem BMPRII i1 biatkiem
receptorowym RACK-1 oraz ich ko-lokalizacji w tkankach pozyskanych od pacjentéw z PAH. Poza tym, z
wykorzystaniem techniki RT-qPCR oraz Western Blot, wykazali$my istotne obnizenie poziomu ekspresji
genu oraz ilo$ci powstajacego biatka RACK-1 w homogenatach tkanki plucnej, pochodzacej od szczurow w
4 tygodniu tej choroby. Odnotowalismy roéwniez wystgpowanie zalezno$ci pomiedzy RACKI1 oraz
ufosforylowang forma biatka Smadl, a takze udzial RACK-1 w procesie proliferacji komoérek PASMC. Na
podstawie naszych spostrzezen, zasugerowaliSmy, ze biatko to moze odgrywacé istotng rolg w patogenezie
PAH [praca nr I1.A.3 zal. 4]. Co istotne, czg$¢ z omoOwionych powyzej wynikow zostata uzyskana podczas
realizacji projektu pod tytutem ,,Pulmotension” finansowanego w ramach 6 Programu Ramowego Unii

Europejskiej (Nr LSHM-CT-2006-018725).

W 2006 roku, po obronie pracy magisterskiej na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu,
przyjechalam do Gdanska i rozpoczetam studia doktoranckie na obecnym Wydziale Biologii Uniwersytetu
Gdanskiego. Rozpoczgtam badania do pracy doktorskiej, ktora wykonywatam w Katedrze Biologii
Molekularnej pod opieka Pana prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna. Tematyka mojego doktoratu réwniez
dotyczyta Shiga-toksycznych szczepow E. coli i infekujacych je bakteriofagéw Stx, jednak wowczas
skupitam si¢ gtownie na poznaniu mechanizmu replikacji tych fagow. W efekcie wykonanych przeze mnie
prac badawczych, powstala praca doktorska zlozna z trzech artykulow naukowych, w korych jestem
pierwszym autorem i ktore zostaly opublikowane w czasopismach z listy JCR: Journal of Molecular
Microbiology and Biotechnology oraz Microbiology 1 Foodborne Pathogens and Disease. Badania zostaly
przeprowadzone zaréwno w oparciu o modele fagowe, jak tez skonstruowane na ich bazie plazmidy
replikacyjne zawierajace rejon origin faga jako jedyne miejsce inicjacji replikacji oraz wszystkie geny i
sekwencje regulatorowe niezbedne do powielania plazmidowego DNA. W pierwszej pracy z tego okresu
[praca nr I1.A.4 zal. 4] zaobserwowalismy, ze ogolny schemat replikacji analizowanych fagdéw Stx jest
podobny do tego obserwowanego u modelowego faga A, jednakze procesy regulacyjne na poziomie
aktywacji transkrypcyjnej origin moga rézni¢ si¢ istotnymi szczegdtami. WykazaliSmy rowniez, ze u
podstaw tych roéznic mogg leze¢ rozbieznosci w sekwencjach genéw kodujacych fagowe biatka replikacyjne
O i P, ktore z kolei moga wplywaé na zmiany w sposobie oddzialywania tych biatek ze sobg, a tym samym
na reorganizacj¢ kompleksu replikacyjnego. Poza tym, zwrdcilismy uwage na rol¢ biatka DksA w tym

procesie, ktore obok ppGpp jest gtownym czynnikiem bakteryjnej odpowiedzi na warunki glodu.
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Przenalizowali§my wydajnos¢ procesu replikacji w odpowiedzi na warunki glodzenia aminokwasowego i
zaobserwowaliSmy zahamowanie replikacji analizowanych plazmidéw Stx. Zasugerowalismy, ze moze to
by¢ efekt zaleznej od biatka DksA, mniej wydajnej transkrypcji z promotora pr, a tym samym mniej
efektywnej aktywacji rejonu origin [praca nr IL.A.5 zal. 4]. W kolejnej pracy [nr IL.A.6 zal 4]
potwierdzili$my uzyskane wyniki, odnotowujgc zahamowanie rozwoju bakteriofaga Stx w tych warunkach,
a w dalszych badaniach wykazaliSmy rowniez hamujacy wpltyw cytrynianu sodu, bedacego sktadnikiem
stosowanych w przypadku biegunek ptynéw nawadniajacych (np. Orsalitu) oraz znoszacy ten efekt
wpltyw glukozy (takze bedacej skladnikiem takich ptynow). Niewatpliwie, otrzymane wyniki maja
znaczenie poznawcze, aczkolwiek wydaja si¢ by¢ takze istotne z praktycznego punku widzenia. By¢ moze
odpowiednia modyfikacja sktadu podawanych plynow nawadniajacych, badz tez uwzglednienie w procesie
leczenia etapu gtodowki, moglyby wptynaé na tagodniejszy przebieg infekcji Shiga-toksycznymi bakteriami,
a tym samym zmnigjszenie ryzyka wystapienia powiktan. Oprocz trzech opisanych powyzej publikacji,
niezwykle istotnym dla mnie osiggnigciem naukowym z tego okresu, bylo uzyskanie w 2009 roku
pierwszego, wlasnego grantu badawczego, wspotfinansowanego przez Uni¢ Europejska ze $rodkow
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach programu Ventures, Fundacji na rzecz Nauki
Polskiej (Nr Ventures/2009-3/6). Uzyskane wsparcie umozliwilo mi realizacj¢ czgsci badan do mojej pracy
doktorskiej. Dodatkowo, w tym czasie pracowatlam jako wykonawca w dwodch grantach badawczych

finansowanych przez MNiSW (Nr N301 122 31/3747 oraz Nr N N301 192439).

Po obronie doktoratu, w czerwcu 2012 roku, kontynuowatam prac¢ badawcza w kierowanej przez
Pana prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna Katedrze Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego. Oprocz
prac prowadzonych w ramach gléwnego nurtu moich zainteresowan badawczych, ktorym w dalszym ciagu
byly bakteriofagi Stx, bralam réwniez udzial w badaniach o odmiennej tematyce. Migdzy innymi
uczestniczylam w pracach badawczych wykorzystujacych zaréwno tradycyjne podejécie [praca nr I1.A.9
zal. 4], jak i metody z zakresu metagenomiki [praca nr II.A.8 zal. 4] do analizy prowadzonych w
warunkach laboratoryjnych hodowli cyjanobakterii oraz ich zakwitéw pochodzacych z Morza Battyckiego,
pod katem poszukiwania nowych, aktywnych biologicznie zwiazkéw, majacych potencjalne znaczenie
aplikacyjne w roéznych gateziach przemystu. W efekcie wykonanych prac, okazato sie, ze ekstrakty
sporzadzone z kultur cyjanobakterii stanowig bogate zrodto enzyméw oraz zwigzkéw o wlasciwosciach
zaréwno antybakteryjnych, jak i stymulujgcych wzrost bakterii, a nawet zwiazkow wykazujacych aktywnos¢
przeciwnowotworowg. Co ciekawe, obserwowane profile aktywno$ci enzymatycznych i antybakteryjnych
byly specyficzne dla poszczegolnych, analizowanych szczepow cyjanobakterii [praca nr 11.A.9 zal. 4]. Jako
uzupetnienie tych badan zastosowaliSmy nowe podejscie polegajace na skonstruowaniu i analizie bibliotek
metagenomowych niosacych DNA wyizolowane z hodowli oraz zakwitow cyjanobakterii. Podczas
przeszukiwania bibliotek udato si¢ zidentyfikowa¢ klony bakteryjne charakteryzujace si¢ produkcja

zwigzkow  wykazujacych  dziatanie antybakteryjne, stymulujace wzrost bakterii 1 dzialanie
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przeciwnowotworowe [praca nr II.A.8 zal. 4]. Badania te byly realizowane w ramach migdzynarodowego
grantu badawczego MAREX (Nr FP7-KBBE-2009-3-2-01-245137) pozyskanego w 7 Programie Ramowym
Unii Europejskiej i zrzeszajacego 19 partnerow (w tym zarowno firm, jak i o$rodkéw naukowych) z 13
krajow. W wyniku prowadzonych prac badawczych, powstaly dwie prace oryginalne opublikowane w
czasopismach z listy JCR: European Journal of Phycology, Microbial Cell Factories. Ponadto, w
czasopismie Acta Biochimica Polonica opublikowali§my dwie prace przegladowe, w ktorych dokonalismy
gruntownej analizy stosowanych w metagenomice strategii wraz z podaniem przyktadow ich wykorzystania
w badaniu $srodowisk morskich, pod katem poszukiwania nowych bioaktywnych zwigzkéw [praca nr I1.A.7
zal. 4], a takze szczegdtowego podsumowania zwigzanych z metagenomika ograniczen [praca nr I1.A.10

zal. 4].

Rownolegle realizowatam wlasne pomysty badawcze. Zostalam kierownikiem projektu
finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach programu LIDER (Nr Lider/21/92/L-
3/11/NCBR/2012). Dzigki finansowemu wsparciu, ktore pozyskatam, moglam zosta¢ zatrudniona na
Uniwersytecie Gdanskim na stanowisku adiunkta, jako pracownik naukowy. W konsekwencji, nie miatam
obowiagzku prowadzenia zaj¢¢ dydaktycznych i1 calkowicie moglam poswieci¢ si¢ realizacji prac
badawczych. W projekcie tym, kierowatam 3-osobowym zespotem doktorantow. ProwadziliSmy badania
majace na celu optymalizacje metody wykrywania sekwencji genow kodujacych toksyny Shiga (opisana w
pkt. 4 autoreferatu) ale réwniez jej modyfikacje w kierunku zwiekszenia czulo$ci i rozszerzenia zakresu
identyfikowanych patogenow. Zastosowane rozwigzania umozliwily obnizenie progu wykrywalnosci do 0,02
pg DNA, oraz uzycie dtuzszych sond (powyzej 25 nukleotydéw), co dodatkowo wplynelo na poprawe
specyficznos$ci metody. Ponadto, udato si¢ nam ukierunkowa¢ opracowang metode na wykrywanie DNA
roznych patogendow przenoszonych przez kleszcze, odpowiedzialnych za rozwo6j wielu niebezpiecznych
chordb, takich jak np. anaplazmoza, borelioza, babeszjoza, bartonelloza, czy riketsjoza. Ze wzgledu na
czesty problem wystgpowania koinfekcji réoznymi tego typu patogenami i zwigzanych z tym trudnosci
diagnostycznych, zaproponowana przez nas metoda (charakteryzujaca si¢ zwickszong w stosunku do
klasycznych testow PCR specyficznoscia, a przy tym dobra czuto$cig) moze okazaé si¢ bardzo uzyteczna.
Prace w tym temacie zaowocowaly dwoma patentami o zasiggu krajowym nr B1 218839 [patent I1.B.1 zal.
4] i nr B1 220906 [patent II.B.2 zal. 4] oraz kolejnym zgloszeniem patentowym nr P.419159 [pozycja
I1.B.3 zal. 4], ztozonym do Urzedu Patentowego Rzeczpospolitej Polskiej w 2016 roku, w celu rozszerzenia
ochrony i uzyskania dodatkowego zabezpieczenia na wprowadzone modyfikacje. Na tej podstawie
ztozyliSmy réwniez zgloszenie patentowe o uzyskanie ochrony o zasiggu migdzynarodowym (PCT) o nr
EP17001719 [pozycja 11.B.4 zal. 4]. Dodatkowo, osiggnigcie to zakwalifikowano do finalowej grupy
wynalazkéw w konkursie pod tytutem ,,EUREKA DGP — Odkrywamy polskie wynalazki”, w konsekwencji
czego powstal na ten temat artykut popularno-naukowy, opublikowany na tamach Dziennika Gazety Prawnej

w lutym 2015 roku [Nr 30 (3923) ROK 21]. Wynalazek zostal réwniez nominowany do Nagrody
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EuroSymbol Innowacji 2015 i wzbudzil zainteresowanie amerykanskiej firmy 3G Therapeutics,
specjalizujacej si¢ w doradztwie w zakresie komercjalizacji produktow medycznych. W efekcie
przeprowadzonych rozméw, wladze Uniwersytetu Gdanskiego podjely decyzje o komercjalizacji wynikow
tych badan. Obecnie prowadze prace przedwdrozeniowe w ramach realizacji na Uniwersytecie Gdanskim
projektu ,,Inkubator Innowacyjnosci +” finansowanego przez MNiSW (Nr MNISW/2017/DIR/68/1I+).
Celem tych badan jest walidacja skuteczno$ci i specyficzno$ci opracowanej metody na probkach krwi i
ptynu moézgowo-rdzeniowego, pozyskanych od pacjentdw z podejrzeniem lub zdiagnozowana choroba
odkleszczowa, ktdra najczesciej jest neuroborelioza. Ich realizacja jest mozliwa dzieki wspotpracy pomiedzy

Uniwersytetem Gdanskim a spotka Szpitale Pomorskie.

W 2016 roku przystapitam do realizacji projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki w
ramach konkursu Opus 9 (Nr UMO-2015/17/B/NZ9/01724). Jako wykonawca projektu, bratam udziat w
badaniach majacych na celu poszukiwanie nowych bakteriofagéw w probkach srodowiskowych oraz ich
funkcjonalng charakterystyke. W efekcie wykonanych prac badawczych powstaly dotad dwa artykuty
naukowe, opublikowane w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie JCR: Scientific Reports oraz Frontiers in
Microbiology. W pierwszej pracy z tego cyklu [praca nr I1.A.13 zal. 4] dokonaliSmy szczegdtowej analizy
83 nowych szczepoéw bakteriofagowych wyizolowanych ze $ciekow miejskich. Fagi te zostaly prze nas
scharakteryzowane pod wzgledem ich podstawowych cech, takich jak zakres gospodarza, morfologia
wirionu, morfologia tysinek, zdolno$¢ do namnazania si¢ w réznych temperaturach oraz wrazliwo$¢ na
czynniki fizyczne i chemiczne. Dodatkowo, zsekwencjonowaliSmy genomy 7 wybranych fagdéw, a uzyskane
sekwencje poddaliSmy szczegélowej analizie bioinformatycznej. W kolejnym etapie prac, postanowili$my
szczegdtowo scharakteryzowac jednego z tych bakteriofagow. Wybrali$my litycznego faga vB-EcoS-95. Na
podstawie przeprowadzonych analiz wykazaliSmy, ze pomimo 74 % podobienstwa sekwencji do genomu
faga pSf-1, vB-EcoS-95 prezentuje inny zakres gospodarza i nie infekuje bakterii z rodzaju Shigella.
Ponadto, udowodnilismy, ze bakteriofaga VvB-EcoS-95 charakteryzuje bardzo szybki rozwdj
wewnatrzkomérkowy i1 zdolno$¢ do niszczenia bakteryjnych biofilmow. [praca nr II.A.15 zal. 4]. Prace w
tym temacie sg nadal kontynuowane, w ramach wspotpracy z Panig prof. PAN dr hab. Alicja Wegrzyn z
Pracowni Biologii Molekularnej Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Gdansku. Doswiadczenie w pracy z
biofilmami pozwolito nam réwniez nawigza¢ wspolprace z Panig dr Paivi Tammela oraz Panig dr Cristing
Durante Cruz z Uniwersytetu w Helsinkach w Finlandii, w ramach ktorej badaliSmy wptyw nowych
zwigzkow o wlasciwosciach antybakteryjnych na biofilmy tworzone przez wybrane szczepy bakterii Gram-

dodatnich.

Bardzo ceni¢ sobie fakt, ze pracujagc w Katedrze Biologii Molekularnej UG, mam mozliwosé¢
wspotpracowa¢ z naukowcami z innych instytucji, w tym zagranicznych. Niewatpliwie jest to zastuga
kierownika Katedry, Pana prof. Grzegorza Wegrzyna, ktory jest znanym i rozpoznawalnym na §wiecie

naukowcem. Moja dotychczasowa wspotpraca zaowocowata kilkoma istotnymi osiggnigciami. Wspdlnie z
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Panem prof. G. Wegrzynem zostaliSmy zaproszeni przez Pana prof. Luciano Saso z Uniwersytetu Sapienza
w Rzymie (Wtochy) do napisania rozdziatu pod tytutem ,,/n vitro methods for the evaluation of oxidative
stress”. Rozdzial ten zostal opublikowany w drugim tomie ksigzek z serii ,,Recent advances in analytical
techniques” wydanym przez Bentham eBooks, w 2018 roku. Przygotowali§my podrozdzial dotyczacy
réznych strategii wykorzystywanych do oceny poziomu stresu oksydacyjnego w komorkach bakteryjnych
[pozycja nr II.C.1 zal. 4]. Aktywna wspolpraca z Panem prof. L. Saso zaczeta si¢ od opublikowanej przez
nasz zespot pracy w czasopisSmie z listy JCR Oxidative Medicine and Cellular Longevity. W pracy tej
wykazaliSmy, ze rejon exo-xis odgrywa wazna role w procesie indukcji profagow Stx oraz w uruchomieniu
bakteryjnej odpowiedzi SOS, w warunkach stresu oksydacyjnego [praca nr I11.A.12 zal. 4 — opisana w pkt
4c]. Pana Profesora bardzo zaciekawily nasze rozwazania na temat wptywu warunkow steru oksydacyjnego
na patogennos$¢ Shiga-toksycznych bakterii E. coli i tak narodzit si¢ pomyst przeanalizowania badanych
przez Pana prof. L. Saso zwigzkow o wlasciwosciach antyoksydacyjnych (praca nr 10 opisana w pkt 4

autoreferatu).

W efekcie prac prowadzonych w temacie rejonu exo-xis, nawigzaliSmy rowniez wspotprace z prof.
Loganem Donaldsonem z Uniwersytetu York w Toronto (Kanada), ktéry zajmuje si¢ m.in. analizg struktury
biatek i wykorzystuje w swych badaniach spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR).
Pierwsze rozmowy naukowe przeprowadzilismy w 2013 roku, po tym jak Pan prof. Donaldson opublikowat
prace dotyczaca struktury, zakodowanego w rejonie exo-xis faga A, biatka Ea8.5. W ramach wspotpracy
postanowiliémy kontynuowa¢ badania dotyczace funkcjonalnej analizy innych, zlokalizowanych w rejonie
exo-xis otwartych ramek odczytu. W efekcie przeprowadzonych prac powstaly dwa artykuly opublikowane
w czasopismach z listy JCR Frontiers in Microbiology oraz Viruses. W pierwszej z prac wykazalisSmy, ze
otwarta ramka odczytu orf63 jest funkcjonalnym genem, kodujacym biatko odgrywajace istotng rolg w
rozwoju fagow A 1 Stx w bakteriach E. coli. Zaobserwowali$my, ze usuni¢cie sekwencji kodujacej orf63 z
genomu faga powoduje wzrost wydajno$ci procesu lizogenizacji bakterii, a jednoczesnie opoOznienie
momentu indukcji profaga i obnizenie liczby potomnych czastek fagowych uwalnianych podczas cyklu
litycznego w warunkach stresu oksydacyjnego [praca nr I11.A.14 zal. 4]. W drugiej pracy dowiedlismy, ze
réwniez orf60a oraz orf61 maja znaczenie podczas indukcji profaga Stx nadtlenkiem wodoru, a usuniecie
tych sekwencji z genomu faga wywotato efekty podobne do tych obserwowanych podczas analizy orf63
(praca nr 11 opisana w pkt 4 autoreferatu). W rezultacie naszej wspolpracy prof. Donaldson zaprosit mnie do
swojego laboratorium w Kanadzie, w celu odbycia szkolenia i wykonania serii do$wiadczen
wykorzystujacych technike NMR do analizy profilu metabolicznego bakterii E. coli. Fundusze na ten wyjazd
badawczy pozyskatam w konkursie Miniatura-2 zorganizowanym przez Narodowe Centrum Nauki (Nr dec.
2018/02/X/NZ1/02680). W efekcie badan nad orf60a i orf61, w 2018 roku nawigzali§my rowniez
wspotprace z Panem prof. Andriejem Letarovem z Winogradskiego Instytutu Mikrobiologii przy Rosyjskiej

Akademii Nauk w Moskwie. Po licznych konsultacjach naukowych oraz wizycie Pan Profesora w
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laboratorium KBM UG, opracowaliSmy plany badawcze dotyczace analizy wptywu orf60a i orf61 z rejonu

exo-xis na proces adsorpcji fagéw lambdoidalnych do komoérek bakteryjnych.

Owocnej wspolpracy do§wiadczytam réwniez w naszym lokalnym §rodowisku naukowym. W 2015
roku, wspolnie z zespolem Pani prof. dr hab. Agnieszki Szalewskiej-Patasz zbadali$my wplyw procesu
poliadenylacji RNA na rozwo6j fagdw A oraz Stx. WykazaliSmy, ze w warunkach deficytu enzymu poli(A)
polimerazy I (PAP I) w komorce, rozwoj lityczny tych fagdw zachodzi istotnie mniej wydajnie niz w
komoérce typu dzikiego. Zaobserwowali§my zaré6wno spadek wydajnosci procesu indukcji fagow, jak i nizszy
plon fagowy po infekcji. Majac na uwadze, ze poliadenylacja RNA skutkuje destabilizacjg takiego
transkryptu, zasugerowali$my, ze u podstaw obserwowanych roznic lezg zaburzenia w ilo$ci wystepujacych
w komorce czgsteczek RNA, ktore w przypadku braku enzymu PAPI nie sg poddawane poliadenylacji i tym
samym nie moga by¢ efektywnie degradowane. ZwrdéciliSmy réwniez uwage na zjawisko poliadenylacji

regulatorowych czasteczek RNA [praca nr I1.A.11 zal. 4].

Bardzo zaciekawil mnie ten ostatni aspekt i wspdlnie z dr Sylwia Bloch (6wczesng doktorantka,
ktorej bylam promotorem pomocniczym) podjely$Smy probe wyizolowania i zidentyfikowania, istotnych dla
rozwoju fagow Stx w bakteriach E. coli, poliadenylowanych czasteczek RNA. Proba ta nie powiodla sig, ale
to niepowodzenie sklonilo nas podjecia, bardzo istotnej dla naszych dalszych prac badawczych, decyzji o
poszukiwaniu matych czasteczek typu mikroRNA u organizméw prokariotycznych. Te poszukiwania
zakonczyly si¢ sukcesem i w ten sposob odkryliSmy pierwsza tego typu czasteczke fagowego pochodzenia,
24B 1, ktora szczegotowo opisatam w pkt. 4 niniejszego autoreferatu (praca nr 7). Tak jak wspomniatam
wczesniej, w efekcie zrealizowanych w konteks$cie czasteczki 24B 1 badan, narodzilo si¢ wiele nowych
pytan 1 pomystow badawczych, ktore zamierzamy zrealizowaé w ramach dwoch duzych projektow
finansowanych z konkurséw Opus 15 (Nr UMO-2018/29/B/NZ1/00549) oraz Sonata Bis 8 (Nr dec.
2018/30/E/NZ1/00400). W tym ostatnim, pelni¢ funkcje kierownika projektu i zamierzam przeprowadzic¢
poszukiwania wraz z funkcjonalng analizg innych, analogicznych czasteczek RNA, ze szczegdlnym
uwzglednieniem czgsteczek regulujacych ekspresje gendow kodujacych biatka antyrepresorow. Ze wzgledu
na fakt, iz obok represorow (takich jak biatko CI u fagow Stx), antyrepresory stanowig najwazniejsze biatka
regulujace rozwoj fagdw w bakteriach, zidentyfikowanie i scharakteryzowanie tego typu czasteczek miatoby

duze znaczenie poznawcze, ale i1 potencjalne aplikacyjne.

Podsumowujac, w swoim dorobku posiadam 26 artykutéw opublikowanych w czasopismach z listy
JCR, z ktoérych 20 powstato po uzyskaniu przeze mnie stopnia naukowego doktora, a 11 (z tych 20) stanowi
przedstawione do oceny osiggnigcie. Sumaryczny Impact Factor wszystkich moich publikacji wynosi 97,8
natomiast liczba cytowan 364, podczas gdy Indeks Hirscha 10. Jestem rowniez wspottworcg 2 patentdw o
zasiegu krajowym i 2 dodatkowych zgloszen patentowych, w tym 1 o zasiggu migdzynarodowym. Kolejnym

moim osiggnigciem jest wspotautorstwo rozdziatu w anglojezycznym opracowaniu pt. ,,Recent advances in
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analytical techniques”. Objetam kierownictwo w 3 projektach (w tym dwoch na kwot¢ ponad 1 min PLN)
oraz 2 dziataniach naukowych (Miniatura-2 oraz Inkubator Innowacyjnoéci +). Poza tym, uczestniczytam w
realizacji 8 innych projektéw. Przez caly ten czas rozwijatam swdj warsztat badawczy biorac udziat w
licznych szkoleniach i kursach m.in. z zakresu technik umozliwiajacych analizg ekspresji genow takich jak:
RT-qPCR, profilowanie ekspresji mikroRNA czy RNA-Seq. Za moje dotychczasowe osiagnigcia naukowe
zdobytam liczne nagrody i stypendia, w sumie 16, w tym m.in. Stypendium FNP Start (2013), Stypendium
dla wybitnych mtodych naukowcéw MNiSW (2015) oraz wyréznienie w konkursie Nagréd Naukowych
Polityki (2017).

W ramach dziatan popularyzatorskich i dydaktycznych, zaprezentowatam wyniki prac badawczych
na 16 konferencjach i spotkaniach naukowych, w tym wyglositam 6 referatéw. Uczestniczytam réwniez w
organizacji naukowej konferencji pt. ,,4th Congress of Baltic Microbiologists”, ktéra odbyla si¢ w dniach 10-
12 wrzesnia 2018 r., w Gdansku. Poza tym, bralam udziat w organizacji pokazéw i warsztatow w ramach
Baltyckiego Festiwalu Nauki organizowanego przez Wydzial Biologii Uniwersytetu Gdanskiego. W 2019
roku dolaczytam do grupy redakcyjnej czasopisma Postepy Mikrobiologii. Poza tym, wykonalam recenzje
zaréwno oryginalnych, jak i przegladowych prac naukowych dla czasopism miedzynarodowych z bazy JCR:
Acta Biochimica Polonica (4) Viruses (3), Scientific Reports (1) oraz spoza tej listy: Current
Bionanotechnology (1) oraz African Journal of Biotechnology (1). Oprocz tego zrecenzowalam jeszcze 4
prace dyplomowe. W czasie mojej dotychczasowej kariery naukowej objgtam funkcje promotora
pomocniczego w 4 przewodach doktorskich oraz promotora 3 prac magisterskich i 5 prac licencjackich. Na
Wydziale Biologii UG prowadzg zajecia dydaktyczne z przedmiotow: Biologia Molekularna z
Biotechnologig oraz Diagnostyka Molekularna.

Szczegotowy spis wszystkich moich aktywnosci naukowych, popularyzatorskich i dydaktycznych

znajduje sie w zalaczniku nr 4.

(podpis)
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