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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Roberta Konkela
pt. ,,Struktura i aktywnos¢ biologiczna anabaenopeptyn i cyjanopeptolin
produkowanych przez baltycki szczep cyjanobakterii — Nostoc edaphicum CCNP1411”

Wprowadzenie
Recenzja niniejsza zostata opracowana na zlecenie skierowane pismem z dnia 26.02.2024
roku przez Pana prof. dr. hab. Wojciecha Tylmanna, Przewodniczacego Rady Dyscypliny

Nauki o Ziemi i Srodowisku Uniwersytetu Gdanskiego.

Uklad i redakcja recenzowanej pracy doktorskiej

Struktura pracy jest prawidlowa. Praca sklada si¢ z wprowadzenia, celow badan, opisu
materiatéw 1 metod badawczych, wynikéw wraz dyskusja oraz podsumowania i bibliografii.
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska opisuje syntetycznie osiagnigcia naukowe
opublikowane w pigciu artykulach naukowych zalaczonych wraz z o§wiadczeniami na koncu
rozprawy doktorskiej. Ponadto praca zawiera streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim oraz
liste skrotow. Wstep i metody badan pozwalajg bardzo precyzyjnie zapoznaé sie z podjeta
tematykg i zastosowanymi metodami badawczymi, ktore nie budzg zadnych zastrzezen.
Zagadnienia wstepne w pelni uzasadniajg wybor tematu oraz celow badawczych. Wyniki
zostaly przedstawione w uporzadkowany sposob, bogato zilustrowane oraz udokumentowane
licznymi tabelami i rycinami przedstawiajacymi struktury chemiczne 1 widma fragmentacyjne
stwierdzonych zwigzkoéw chemicznych. Bardzo obszerna jest takze dokumentacja wynikow
zatgczonych jako suplement do artykutow 3 i 4. Zabraklo jedynie zdjecia przedstawiajgcego

gléwny obiekt badan tj. szczep Nostoc edaphicum. Literatura natomiast obejmuje bogaty
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przeglad doniesien naukowych w tym wiele biezacych pozycji. Pod wzgledem redakcyjnym

praca rowniez nie budzi zastrzezen.

Merytoryczna ocena rozprawy doktorskiej

Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska Pana mgra Roberta Konkela, ktora zostata
wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Hanny Mazur Marzec oraz dr Marty Ceglowskie;.
Gléwnym celem pracy bylo poszerzenie wiedzy na temat zwiazkow produkowanych przez
Nostoc edaphicum CCNP1411 — ich strukturalnej réoznorodnosci oraz biologicznej aktywnosci.
W pracy nie przedstawiono hipotez badawczych, gléwny cel zostal jednak doprecyzowany
poprzez cele czgstkowe, ktoére umozliwily jego realizacjg. Obejmowalty miedzy innymi
zalozenie 1 prowadzenie hodowli N. edaphicum, optymalizacje izolacji cyjanopeptolin i
anabaenopeptyn, poznanie rdéznorodnosci strukturalnej tych zwigzkéw oraz ich biologicznej
aktywnodci w testach in vifro oraz wzgledem wirusa SARS-CoV-2 a takze zbadanie
mechanizméw ich antywirusowego dziatania. Brak hipotezy badawczej moze wydawac sie
pewnym brakiem w pracy naukowej jednak podjeta tematyka o charakterze poznawczo-
opisowym szczegolnie w artykule 3 1 4 uzasadniajg takg decyzje. W artykule 5 podejmowane
s3 juz wyrazne problemy naukowe dotyczgce mechanizméw antywirusowe] natury badanych
zwiazkéw. Zastanawiam si¢ zatem czy i jaka hipotez¢ badawcza postawitby Doktorant na
obecnym etapie wiedzy, ktora pozyskat poprzez swoje badania?

Dotychczasowa wiedza na temat cyjanobakterii z rodzaju Nostoc jest bardzo duza. Naleza do
jednych z najczesciej badanych co potwierdza lista ok. 1000 artykuléw obejmujacych stowo
Nostoc w bazie danych Scopus tylko za okres od 2020 roku. Nie zniechecito to jednak
Doktoranta do podjecia si¢ badan obejmujacych wlasnie ten rodzaj. Wyniki badan pokazaty,
ze byt to dobry wybdr 1 ujawnily jak wiele jest wciaz niezbadanych obszaréw szczegdlnie w
zakresie produkowanych przez te organizmy metabolitow. Jeszcze mniej jest doniesien
naukowych na temat ich znaczenia, roli w S$rodowisku i aktywno$ci biologicznej tych
zwigzkéw a szczegolnie antywirusowego dziatania. Pod tym wzgledem wybrany przedmiot
badan stanowi zatem nowe, oryginalne ujgcie.
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Gtowny cel badan zostal w pelni osiagniety poprzez konsekwentng realizacje celéw i zadan
czastkowych. Pierwszym waznym osiagnieciem bylo opracowanie warunkéw hodowli
baltyckiego szczepu N. edaphicum CCNP1411 wyizolowanego z osadéw Zatoki Gdanskiej w
2010 roku przez dr Justyng Kobos i zdeponowanego w Kolekeji Kultur Polnocnej Polski
Uniwersytetu Gdanskiego. W opisie metod zabraklo informacji czy badany szczep byt
akseniczny czy nie, informacja ta znajduje si¢ jedynie w cytowanej literaturze. Zastanawiam
si¢ jaki wptyw moze mie¢ wykorzystanie do badan organizmu utrzymywanego w warunkach
hodowlanych przez ponad 10 lat? Prositbym doktoranta o odpowiedz na to zagadnienie takze
w kontek$cie zmieniajgcego si¢ zapewne metabolizmu organizmu pozbawionego naturalnego,
towarzyszacego mu biomu bakteryjnego? Ponadto z opisu pozyskiwania materialu do badan
wynika, iz w pozywce plynnej Nostoc edaphicum wystepuje w postaci ptywajacych
trychomoéw podczas gdy w srodowisku naturalnym tworzy duze makroskopowe kolonie,
wystepujgce czgsto na ladzie na wilgotnym, zasolonym podtozu. Proszg o opini¢ Doktoranta
czy taka zmiana warunkow moze mieé jaki$ wplyw na zdolno$¢ do produkcji metabolitoéw?
Realizujac kolejne cele czastkowe Doktorant poznat zdolnos¢ badanego szczepu do produkeji
wybranych zwigzkdw peptydowych, ich struktur¢ oraz ocenit ich potencjalny wplyw na
komorki czy aktywnos$¢ enzymatyczna. Doktorant wykazal si¢ duzg znajomoscig metod
niezbednych do ekstrakcji i izolacji ww. zwigzkow chemicznych, przeprowadzenia analiz
chemicznych oraz biotestow. Zastosowal prawidlowe, nowoczesne metody analityczne
obejmujace miedzy innymi chromatografie btyskawiczng i preparatywng. Ponadto wykonane
zostaty analizy NMR (Nuclear Magnetic Resonanse) oraz analizy molekularne klastréw
genowych anabaenopeptyn. Zastosowanie tak wielu metod wymagato wszechstronnej wiedzy
od Doktoranta i duzego nakladu pracy. Wiekszo$¢ analiz Doktorant wykonal sam lub we
wspdlpracy z doswiadczonymi ekspertami. Posiadl zatem umiejetnosé pracy w zespotach
badawczych 1 naby! solidne do§wiadczenie laboratoryjne.

Wyniki badan zostaly opublikowane w pigciu, wieloautorskich artykulach w czasopismach
znajdujacych sie¢ na liscie JCR tj. Marine Drugs (2019, 2023), Biomolecules (2021),

International Journal of Environmental Research and Public Health (2022), Antiviral Research
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(2023). Artkuly te skladaja si¢ na cykl rozprawy doktorskiej. Dwa pierwsze artykuly maja
charakter przegladowy, w ktorych Doktorant jest wspotautorem. Sg to dos$¢ krdtkie jak na ten
rodzaj publikacji artykuly. Dotycza one jednak bardzo wyspecjalizowanych zagadnien i
podsumowujg weigz bardzo uboga wiedze na poruszane tematy. Wiedza na temat metabolitow
antywirusowych jest szczegdlnie niewielka a badania prowadzone sa zaledwie od kilku lat.
Pisanie artykulow przegladowych na pewno ugruntowato wiedz¢ Doktoranta i pomoglto mu
wyznaczy¢ cele badan. W pozostalych trzech artykutach Doktorant jest pierwszym autorem z
wiodacym jak wynika z zalagczonych os$wiadczen udzialem. Tematyka badawcza w pelni
pasuje do profilu tych czasopism co tym samym zwigksza szanse na dotarcie do szerokiego

grona miedzynarodowych odbiorcow.

W dalsze] czgéei recenzji skupie¢ si¢ na ocenie dorobku naukowego publikacji 3-5. Do
najwazniejszych osiggnig¢ naukowych trzeciej publikacji zatytulowanej ,,Anabaenopeptins
from Nostoc edaphicum CCNP1411” nalezy stwierdzenie zdolnosci badanego szczepu do
produkcji anabaenopeptyn. Zostato to potwierdzone zaréwno poprzez analizy molekularne,
ktére wykazaly obecnos¢ genow odpowiedzialnych za syntez¢ tych zwigzkow jak i poprzez
analize chromatograficzng ekstraktow. Podkredli¢ jednak nalezy, iz pozytywny wynik
potwierdzajacy obecno$é anabaenopeptyn uzyskano dopiero po analizie zatezonej frakcji
otrzymanej z duzo wiekszej ilosci suchej masy materiatu. W tym miejscu nasuwa sie pytanie o
stezenia tych zwigzkow wystepujace w srodowisku naturalnym, czy Doktorant prowadzit takie
badania oraz jaki jest ich potencjalny wplyw na inne organizmy przy mniejszych stezeniach?
Proszg o odpowiedz na powyzsze pytania. Anabaenopeptyny produkowane przez szczep N.
edaphicum zostaly zakwalifikowane jako 4 strukturalne analogi tej grupy zwiazkow o typowej
strukturze. Jednakze tylko jeden z analogéw byl opisany wczesniej a pozostate trzy sa nowe
opisane przez Doktoranta. W swojej pracy Doktorant stusznie zwraca uwage na rosngcg liczbe
opisywanych analogéw anabaenopeptyn i zwigzang z tym potrzeba usystematyzowania ich
nazewnictwa. Swiadczy to o jego dojrzatosci naukowej i dostrzeganiu probleméw badawcezych

w szerszej perspektywie. Powstaje pytanie jaki proces odpowiada za powstawanie tak licznych
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analogow? Czy jest to rodzaj adaptacji cyjanobacterii do srodowiska? Rozwazan na te
problemy zabraklo w dyskusji, zatem prosze o wyrazenie opinii przez Doktoranta na te
zagadnienia. Poza poznaniem i opisem struktury anabaenopeptyn waznym osiagni¢ciem byla
ich ocena aktywno$ci biologicznej wobec wybranych enzymoéw. Rezultaty tych badan nie byly
tym razem zaskakujace i potwierdzily, iz najwigksza aktywnos$¢ trzy badane anabaenopeptyny
wykazywaly wzgledem karboksypeptydazy A (CPA), najczgsciej hamowanego przez te
peptydy enzymu. Nie wykazano natomiast aktywnosci wzgledem trypsyny i chymotrypsyny.
Natomiast aktywnos$é wzgledem elastazy byla rézna dla poszczegdlnych analogéw. Dosé
zaskakujacym wynikiem byt silny efekt anabaenopeptyny AP SA6 opisanej juz wczesnie]
podczas gdy nowo opisany analog AP806Ne nie wykazywal zadnej aktywnosci. Czy tak duze
réznice w aktywnosci poszczegolnych analogéw wzgledem tego samego enzymu wynika
tylko z ich réznej struktury chemicznej czy jest inne wyjasnienie tego fenomenu? Proszg o

odpowiedz.

W czwartej publikacji Doktorant wraz z wspdlautorami opisal 79 nowych analogéw sposrod
93 stwierdzonych cyjanopeptolin produkowanych przez szczep N. edaphicum CCNP1411.
Tym samym Doktorant znaczaco przyczynit si¢ do powigkszenia Swiatowe] bazy danych
wszystkich opisanych cyjanopeptolin. Jest to istotny wktad mtodego naukowca do poszerzenia
ogolnej wiedzy na temat produkowanych przez cyjanobakterie metabolitow. Osiagnigcie to
byto mozliwe dzigki zastosowaniu wielu nowoczesnych metod od klasycznych metod
identyfikacji po zaawansowane techniki bioinformatyczne. Do waznych osiagnigé¢ Doktoranta
byto wyizolowanie ponad 30 czystych zwigzkéw sposrdd réznigeych sie strukturalnie
cyjanopeptolin. Zostaly one nastepnie wykorzystanie do poznania ich aktywnos$ci
biologicznej. Badania te podobnie jak badania wczesniejsze wykazaly zrdznicowang
aktywnos$¢ wobec badanych enzyméw. Czy Doktorant potrafi odpowiedzie¢ dlaczego zaden z
tak wielu analogdw nie wykazal aktywnosci wobec trombiny? Od czego zalezy ,,odpornos¢”
tego enzymu na dziatanie cyjanopeptolin? Ponadto zbadano aktywnos¢ 17 opisanych i

wyizolowanych analogdéw cyjanopeptolin wzgledem ludzkich komoérek raka szyjki macicy.
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Wyniki badan pozwolily jednak na wytypowanie tylko jednego analogu cyjanopeptoliny, ktéra
wykazywala wlasciwosci cytotoksyczne wzgledem komérek raka przy wysokich stezeniach.
Doktorant w interpretacji wynikéw dotyczacych aktywnoéci biologicznej i cytotoksycznosci
stusznie duzo uwagi przywigzuje do struktury chemicznej stwierdzonych analogow
cyjanopeptolin oraz zastosowanego stgzenia. Czy jednak poza tymi dwoma bardzo waznymi
czynnikami Doktorant wskazalby na role innych jeszcze czynnikéw determinujacych

aktywno$¢ biologiczng cyjanometabolitow?

Artykul piaty natomiast moim zdaniem zawiera najwazniejsze a zarazem najbardziej
nowatorskie badania skupione na poznaniu potencjatu antywirusowego cyjanopeptolin
produkowanych przez badany szczep Nostoc. Analize aktywnosci przeprowadzono wzgledem
SARS-CoV-2. Tym samym badania Doktoranta wpisaly si¢ w ogromna potrzebe takich badan
zwigzanych z panujacg w ich trakcie pandemia. Doktorant bardzo powaznie i rzetelnie podjat
si¢ rozwigzania problemu badawczego przeprowadzajgc szereg testow przesiewowych a
nastepnie funkcjonalnych. Pozwolily one wybrac¢ cyjanopeptoling o najwiekszym potencjale
przeciwwirusowym oraz wykluczy¢ kolejne hipotezy sposobu hamowania aktywnosci wirusa
przez cyjanopeptoliny. Do najwazniejszego osiagnigcia z pewno$cia nalezy zaliczy(
wykazanie, ze inaktywacja wirusa nastepuje poprzez bezposrednie oddzialywanie
cyjanopeptoliny z czgstkami wirusa. Ten mechanizm zostat dodatkowo potwierdzony poprzez
zastosowanie mikroskopii konfokalnej z wykorzystaniem techniki znakowania biatek wirusa.
Ponadto badania Doktoranta pozwalaja na uznanie wybranych cyjanopeptolin produkowanych
przez szczep baltycki szczep Nostoc jako zwigzkdéw o duzym potencjale farmaceutycznym.
Taki efekt badan ma ogromny walor nie tylko poznawczy ale réwniez aplikacyjny. Wirusy
obecne w Srodowisku cyjanobakterii zapewne wymuszaja adaptacje obronne przed
cyjanofagami. Czy Doktorant uwaza, iz nabycie zdolnosci przez cyjanobakterie do produkcji
takich metabolitow jak cyjanopeptoliny lub innych metabolitow moglo by¢ zwigzane z

obecnoscig wiruséw w ich otoczeniu?
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Ocena koncowa

Podsumowujac oceng rozprawy doktorskiej mgra Roberta Konkela uwazam, ze Doktorant
zrealizowal ambitny plan badawczy a praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego oraz wykazuje poglebiong wiedze teoretyczng Kandydata w dyscyplinie Nauk o
Ziemi i Srodowisku. Dzieki zastosowaniu wielu nowoczesnych, interdyscyplinarych technik
laboratoryjnych praca doktorska stanowi znaczacy wkiad do teoretycznej wiedzy z zakresu
cyjanometabolitow.  Szczegolnie  wyniki  dotyczace  aktywnosci  antywirusowych
cyjanopeptolin nalezg do pionierskich o duzym potencjale aplikacyjnym. Doktorant nabyt
duze doswiadczenie jak i umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.
Przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorskg oceniam zatem bardzo wysoko. Dysertacja w
pelni odpowiada ustawowym wymogom okre§lonym dla rozpraw doktorskich. W zwiazku z
pOWyZszym zwracam sie z uprzejma prosba do Rady Dyscypliny Nauki o Ziemi i Srodowisku
Uniwersytetu Gdanskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgra Roberta Konkela do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie stawiam wniosek o wyrdznienie

rozprawy doktorskiej mgra Roberta Konkela.

dr hab. Mikotaj Kokocinski prof. UAM







