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Struktura i aktywnos¢ biologiczna anabaenopeptyn i cyjanopeptolin
produkowanych przez battycki szczep cyjanobakterii —
Nostoc edaphicum CCNP1411

Substancje czynne wchodzgce w sktad stosowanych we wspotczesnej praktyce
klinicznej lekow dzielg sie na otrzymywane na drodze syntezy chemicznej lub
pochodzenia naturalnego. Leki nalezgce do tej drugiej grupy sg produktami kohcowymi
biosyntezy, w znakomitej wiekszosci przypadkow tzw. metabolizmu wtornego i jako
takie okreslane sg mianem idiolitow. Zdecydowanie najwieksza liczba takich zwigzkéw
jest wytwarzana przez drobnoustroje, chociaz znane sg takze przyktady idiolitéw
wytwarzanych przez organizmy wyzsze, jak np. lek przeciwnowotworowy Taksol
wytwarzany przez cis kalifornijski. Wsréd mikroorganizmow bedgcych producentami
lekdw, gtéwnie antybiotykow, zdecydowany prym wiodg prokariotyczne drobnoustroje
glebowe - promieniowce, w dalszej kolejnosci drobnoustroje grzybowe i bakterie.
Pomimo iz do dnia dzisiejszego zidentyfikowano i scharakteryzowano okoto 20 000
produktéw metabolizmu wtérnego drobnoustrojéw, z ktorych co prawda tylko znikomy
utamek znalazt zastosowanie w lecznictwie, uwaza sie, ze jeszcze ogromna liczba tych
zwigzkow pozostaje nieodkryta, w tym szczegdlnie takich wytwarzanych przez
drobnoustroje zamieszkujgce stabo dotychczas przebadane pod tym katem
Srodowiska. Morza i oceany odgrywajg w tym wzgledzie wyjgtkowg role.
Zamieszkujgce je drobnoustroje, w tym cyjanobakterie, sg obiektami wyraznie
rosngcego zainteresowania wielu $wiatowych osrodkéw badawczych jako producenci
metabolitow wtérnych o potencjalnym zastosowaniu medycznym. Do osrodkéw tych
zalicza sie takze grupa badawcza pod kierunkiem p. prof. Hanny Mazur-Marzec z
Wydziatu Oceanografii i Geografii Uniwersytetu Gdanskiego, moggca poszczycic sie
zdecydowanie rozpoznawalnym i docenianym w skali ogolnoswiatowej wkiadem w
badania idiolitbw wytwarzanych przez sinice (cyjanobakterie), gtéwnie z Morza
Baltyckiego, ktorej cztonkiem byt autor recenzowanej rozprawy doktorskiej, p. mgr
Robert Konkel.

W badaniach, ktérych wyniki p. Konkel opisat w swojej rozprawie doktorskiej,
zajmowat sie On zwigzkami bedgcymi produktami metabolizmu wtornego
cyjanobakterii Nostoc edaphicum CCNP14111, drobnoustroju wyizolowanego z
osadow Zatoki Gdanskiej. Idiolity wyizolowane i scharakteryzowane przez Doktoranta
miaty charakter cyklicznych peptydéw, nalezgcych do grupy strukturalnej
anabaenopeptyn lub cyklicznych depsipeptydow bedacych analogami cyjanopeptolin.
Trzy z czterech analizowanych anabaenopeptyn oraz 79 z 93 cyjanopeptolin okazato
sie zwigzkami nowymi, nieopisanymi dotychczas w literaturze. Dla zwigzkdéw
wyizolowanych w stopniu czysto$ci przekraczajgcym 95% przeprowadzone zostaty
badania ich aktywnosci biologicznej, w tym aktywnosci inhibicyjnej wobec kilku
enzymow z grupy proteaz, takich jak trypsyna, chymotrypsyna, elastaza,
karboksypeptydaza A, aktywnosci cytotoksycznej wobec komérek raka szyjki macicy
oraz aktywnosci przeciwwirusowej wobec wirusa SARS-CoV-2. W wyniku tych badan
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stwierdzono znaczacy potencjat inhibicyjny badanych 3 anabaenopeptyn wobec
karboksypeptydazy A oraz niektérych cyjanopeptolin wobec trombiny, chymotrypsyny
lub elastazy. Niektére cyjanopeptoliny posiadajgce reszte argininy w poz. 2 wykazaty
znaczgcg aktywnos¢ przeciwwirusowg na modelu komoérek nabtonkowych
zainfekowanych wirusem SARS-CoV-2.

Za najistotniejsze dokonania Doktoranta poczynione w trakcie realizacji
doktorskiego projektu badawczego, ktérego wyniki opisano w recenzowanej rozprawie
uwazam:

a) ustalenie lokalizacji w genomie i struktury klastra genowego obejmujgcego geny
kodujgce elementy nierybosomalnej syntetazy anabaenopeptynowej;

b) opracowanie warunkow izolacji i separacji 4 anabaenopeptyn i 93
cyjanopeptolin  produkowanych przez Nostoc edaphicum CCNP1411 i
ostateczne otrzymanie 3 anabaenopetyn i 34 cyjanopeptolin w ilosciach i
stopniu czystosci umozliwiajgcych ocene aktywnosci biologicznej tych
zwigzkow;

c) ustalenie struktury 3 z 4 anabaenopeptyn i 78 z 93 cyjanopeptolin w oparciu o
analize z uzyciem spektroskopii NMR i MS jako zwigzkow nowych,
nieopisanych we wczesniejszych publikacjach;

d) wykazanie obiecujgcej aktywnosci przeciwwirusowej wobec wirusa SARS-CoV-
2 jednej z wyizolowanych cyjanopeptolin (CP 978), wynikajgcej
prawdopodobnie z wigzania sie tej czgsteczki z biatkiem S wirusa i w

konsekwencji hamowania adhezji wirionéw do ludzkich komoérek nabtonkowych
linii A549ACE2TMPRSS2.

. Wyniki badain prowadzonych przez Doktoranta, samodzielnie i we wspoOfpracy z
innymi naukowcami oraz wynikajgce z nich wnioski majg w mojej opinii oczywisty
charakter nowosci naukowej, czego potwierdzeniem jest opublikowanie tych wynikéw
w trzech wieloautorskich publikacjach w czasopismach Marine Drugs, International
Journal of Environmental Research and Public Health oraz Antiviral Research,
wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej, a w ktérych Doktorant jest pierwszym
autorem. W skifad tej rozprawy wchodzg takze dwie prace o charakterze przeglagdowym
w Marine Drugs i Biomolecules.

Nie ulega dla mnie watpliwosci, ze realizujgc swoj projekt doktorski Doktorant
wykazat sie biegtoscig laboratoryjng jako eksperymentator, szczegdlnie w zakresie
stosowania separacyjnych technik chromatograficznych, metod analizy strukturalnej,
w tym spektroskopii NMR i MS oraz oznaczania aktywnos$ci enzymow
proteolitycznych. Uzyskane wyniki zostaty opracowane i opisane w sposob
profesjonalny. Ich analiza i dyskusja przeprowadzona przez p. Konkela jest dojrzata i
kompetentna. W konkluzji moge z przekonaniem stwierdzi¢, ze Pan mgr Robert Konkel
wykazat sie umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Sama rozprawa doktorska zostata przygotowana staranie, poziom edytorski
tego dzieta jest odpowiedni. Na rozprawe sktada sie 5 wspotautorskich publikacji
poprzedzonych szczegétowym i bardzo wyczerpujgcym opisem obejmujgcym 40 stron
+ streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Szukajgc tzw. ,dziury w catym” moge
stwierdzi¢, ze w przypadku rozpraw doktorskich w postaci cyklu publikacji, zwykle
poprzedzajgcy opis jest znacznie krétszy, natomiast ten przedstawiony przez p.
Konkela mogtby zapewne stanowi¢ samodzielng rozprawe w uktadzie tradycyjnym.
Uktad tego opisu jest typowy dla klasycznej rozprawy doktorskiej, a w jego skfad
wchodzg: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, rozdziat zatytutowany
Wprowadzenie stanowigcy przeglad literatury, zatozenia i cel pracy, opis materiatow i



metod eksperymentalnych, opis uzyskanych wynikow potgczony z dyskusja,
podsumowanie oraz spis piSmiennictwa.

Czes¢ rozprawy obejmujgca teksty 5 publikacji wieloautorskich, zawiera dla
kazdej z nich oswiadczenia wspétautorow umozliwiajgce w sposéb jednoznaczny
jakosciowg ocene wkitadu w jej powstanie. Nie ma najmniejszej watpliwosci, ze w
przypadku trzech publikacji omawiajgcych wyniki prac eksperymentalnych, wkfad
Doktoranta byt bardzo znaczgcy na wszystkich etapach ich powstawania, w tym
planowania eksperymentéw, wykonania istotnej czesci badan, w tym szczegdlnie
analizy genomowej drobnoustroju producenckiego, izolacji zwigzkéw, ich analizy
strukturalnej, oraz oceny niektérych wiasciwosci biologicznych, w tym aktywnosci
inhibicyjnej wobec wybranych enzymow proteolitycznych i wreszcie napisania tekstow
publikacji. W dwdch publikacjach o charakterze przegladowym, p. Konkel jako jeden z
trzech lub czterech wspotautorow partycypowat w planowaniu, dyskusiji i napisaniu ich
tekstéw w stopniu zapewne trudnym do oceny ilosciowej, ale jak przypuszczam,
istotnym.

Streszczenia rozprawy zostaty napisane w sposob zwiezty, ale wyczerpujgcy.
Zawierajg wszystkie najistotniejsze informacje dotyczgce najwazniejszych wynikow
badan prowadzonych przez Doktoranta. Jedyna uwaga co do tresci streszczen
dotyczy zawartej w nich btednej informacji o znaczgcej aktywnosci inhibicyjnej
cyjanopeptolin zawierajgcych reszte Arg w pozycji 2 wobec trombiny, zamiast tak jak
to miato miejsce w rzeczywistosci, wobec trypsyny.

Uwagi szczegotowe do poszczegdlnych czesci opisu.

Omoéwienie dotychczasowego stanu wiedzy, zatytutowane jako Wprowadzenie
zajmuje 8 stron i jest poswiecone omodwieniu wybranych przykltadéw metabolitow
wtérnych wytwarzanych przez cyjanobakterie z rodzaju Nostoc. Ta czeS¢ rozprawy
zawiera szereg cennych, interesujgcych danych, wspartych cytatami do wielu pozycji
literaturowych, w znakomitej wiekszosci bardzo aktualnych, z lat dwutysiecznych co
bardzo dobrze swiadczy o wysokim poziomie ogolnej wiedzy teoretycznej Autora, a w
szczegolnosci 0 znajomosci aktualnej literatury. Nie znalaztem we Wprowadzeniu
istotnych btedéw merytorycznych, pozwalam sobie jedynie na kilka drobnych uwag.

e Omawiajgc przyktady metabolitbw wtérnych  produkowanych przez
cyjanobakterie, autor rozprawy skupit sie na zwigzkach toksycznych o
strukturze peptydowej, jednakze drobnoustroje te produkujg takze szereg
ciekawych idiolitdw toksycznych i nietoksycznych o innych strukturach, jak np.
siderofory hydroksamowe. Kompleksowe opracowanie na ten temat zostato
opublikowane stosunkowo niedawno: Cepoi C., Secondary metabolites in
cyanobacteria, In: Cyanobacteria. From metabolism to molecules., pp. 283-311.
Progress in Biochemistry and Biotechnology, Academic Press, 2024.

e Cytat [Eggen & Georg, 2002] do zdania dotyczgcego stwierdzonej aktywnosci
przeciwgrzybowej kryptoficyn wobec Cryptococcus spp. nie wydaje sie
wiasciwy. Jest to artykut przegladowy, w ktérym znajduje sie odniesienie do
oryginalnej publikacji zawierajgcej odpowiednig informacje: Hirsch CF, Liesch
JM, Salvatore MJ, Schwartz RE, Sesin DF, 1990, US Patent 4946835.

e Jednym z lekow stosowanych w chemoterapii przeciwnowotworowej jest cis-
platyna, a nie jak napisano — platyna.



W legendzie do rys. 1. przedstawiajgcego strukture kryptoficyny Cr-1 fragment
A okreslono jako kwas fenylooktanowy. W rzeczywistosci jest to pochodna
kwasu fenylooktanowego zawierajgca ugrupowanie epoksydowe oraz grupe
metylowg i hydroksylowa.

Opisujgc  strukture i wiasciwosci biologiczne Cyjanowiryny-N nalezato
wspomnieé¢, ze w odroznieniu od innych opisywanych w tym rozdziale
produktéw metabolizmu wtoérnego cyjanobakterii, zwigzek ten nie powstaje w
wyniku nierybosomalnej syntezy peptyddw, lecz jako produkt biosyntezy
rybosomalnej moze by¢ uznany za odpowiednik bakteriocyn — niewielkich biatek
o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej produkowanych przez bakterie.

Opisy metod eksperymentalnych zostaty przez Autora rozprawy umieszczone
w rozdziale Materiaty i Metody. Sg to opisy generalnie precyzyjne i kompletne.

Uwagi do tej czeSci rozprawy:

Z opisu sposobu hodowli komérek N. edaphicum CCNP1431 wynika, ze nie
podjeto préb optymalizacji warunkow hodowli w kierunku maksymalizacji
wydajnosci produktéw metabolizmu wtdérnego. Takie podejscie, gtdwnie
ukierunkowane na optymalizacje skfadu pozywki jest normg w przypadku
hodowli promieniowcdéw, bakterii lub grzybdéw wytwarzajgcych antybiotyki i
zwykle daje dobre rezultaty.

Czy podczas dezintegracji komérek dziataniem ultradzwiekéw stosowano
chtodzenie w przerwach pomiedzy cyklami sonifikacji? Jest to zalecane z uwagi
na istotny efekt cieplny dziatania ultradzwiekdéw, ktéory moze powodowac
destrukcje wrazliwych produktow metabolizmu wtérnego.

Uzyskane rezultaty przedstawione zostaty skrétowo w gtdwnym rozdziale opisu pt.
Wyniki i dyskusja o objetosci 16 stron oraz w petnej wersji w 3 publikacjach
wchodzgcych w skfad rozprawy. Odpowiednia analiza statystyczna zostata
zastosowana wszedzie, gdzie byto to konieczne. W opisie wynikow wplecione zostaty
elementy komentarza w stopniu uprawnionym, a niekiedy nawet koniecznym. Jakosc¢
zamieszczonych zdjeé, rysunkow i wykreséw na ogoét nie budzi watpliwosci.

Uwagi do tej czeSci rozprawy:

e W opisie wynikow nie zostaty przedstawione chromatogramy separacji
mieszaniny anabaenopeptyn i cyjanopeptolin przy uzyciu preparatywnej
HPLC. Oczywiscie, nawet bez tych chromatograméw mozna by¢
Swiadomym z jak trudnym zadaniem mierzyt sie Doktorant probujgc
rozdzieli¢ mieszaniny wielosktadnikowe bardzo podobnych strukturalnie
zwigzkow (szczegolnie w przypadku mieszaniny cyjanopeptolin), jednakze
przedstawienie chromatograméw, jak przypuszczam, pozwolitoby w sposob
bardziej oczywisty doceni¢ Jego osiggniecie.



e Hamowanie  aktywnosci  karboksypeptydazy @A przez badane
anabaenopeptyny, a z drugiej strony aktywnos$c¢ inhibicyjna cyjanopeptolin
zawierajgcych reszte Arg w pozycji 2 wobec trypsyny, a cyjanopeptolin
zawierajgcych w tej pozycji reszte Tyr, Phe lub Leu wobec chymotrypsyny,
wydaje sie dos¢ jednoznacznie wskazywa¢ na sposob wigzania tych
zwigzkdw w centrum aktywnym odpowiednich enzymow. Z duzym
prawdopodobieAstwem mozna na podstawie tych wynikéw zatozy¢, ze
anabaenopeptyny wigzg sie z karboksypeptydazg A w taki sposéb, ze
katalityczna czgsteczka wody aktywowana przez jon cynku w centrum
aktywnym tej metaloproteazy =znajduje sie w sgsiedztwie wigzania
peptydowego pomiedzy resztami Val' (wolna grupa karboksylowa) i Lys?. Z
kolei, trypsyna i chymotrypsyna najprawdopodobniej wigzg odpowiednie
cyjanopeptoliny w sposéb zapewniajgcy lokalizacje wigzania peptydowego
pomiedzy resztami w pozycjach 1 i 2 w poblizu katalitycznej seryny.
Potwierdzenie tego przypuszczenia mozna byto zapewne uzyska¢ w wyniku
dokowania molekularnego inhibitoréw do centrow aktywnych odpowiednich
enzymow.

e Uwazam, ze w przysztych badaniach aktywno$ci biologicznej peptydowych
i peptydomimetycznych idiolitdw produkowanych przez cyjanobakterie warto
sprawdzi¢ ich ewentualng aktywnosc¢ inhibicyjng takze wobec waznych z
medycznego punktu widzenia proteaz cysteinylowych, takich jak np.
kaspazy lub katepsyny.

¢ Nie jest dla mnie jasne, w jaki sposob zostata wyznaczona wartosc¢ 1Cso
zwigzku CP 978 wzgledem SARS-CoV-2 na podstawie danych
przedstawionych na rys. 19 A. Powinno to byto zostaC zrobione na
podstawie krzywej z wykresu log [replikacja wirusa} = f([stezenie zwigzkul]).
Z drugiej strony, brak wyraznej proporcjonalnej zaleznosci wielkosci efektu
od stezenia, jest w mojej opinii nieco zaskakujgcy.

Rozprawa napisana jest generalnie dobrym jezykiem, czyta sie jg z
zainteresowaniem. Jedyna uwaga jezykowa dotyczy stosowania przez Autora
okreslenia ,rozdziat’” w odniesieniu do wyniku stosowania chromatografii. Powinno ono
byC zastgpione okresleniem ,rozdzielanie” lub ,separacja”.

Dorobek publikacyjny p. mgr. Konkela obejmuje oprocz 5 publikaciji
sktadajgcych sie na rozprawe doktorskg jeszcze 2 inne artykuty wieloautorskie w
czasopismach Toxicology In Vitro oraz Toxins, oba z roku 2020. W jednej z tych
publikacji p. Konkel jest pierwszym autorem. Ponadto w tym dorobku znajduje sie
jeszcze zestaw danych badawczych zdeponowany w repozytorium Zenodo. Wyniki
badan Doktoranta przedstawiane byty przez Niego jako komunikaty ustne (referaty) na
czterech krajowych konferencjach naukowych oraz jako osiem komunikatéw
posterowych. Pan Konkel uczestniczyt jako wykonawca w realizacji 7 projektow
badawczych finansowanych przez NCN lub NCBIR. Biorgc ponadto pod uwage
zaangazowanie Doktoranta w rézne aktywnosci o charakterze organizacyjnym na
forum WOIG oraz w dziatalnosci w zakresie popularyzacji nauki, mozna Go z catg
pewnoscig uznac za osobe szczegodlnie aktywna.

Analiza tresci przedstawionych powyzej uwag i zastrzezen wyraznie wskazuje,
ze po pierwsze jest ich niewiele, a ponadto, ze wigkszos¢ kwestii, do ktorych sie one
odnoszg, wynika prawie na pewno z niedoktadnosci lub niezrecznosci opisu, a nie
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rzeczywistych btedéw. Cze$¢ uwag, szczegodlnie te dotyczace opisu wynikéw i dyskusji
nie ma charakteru krytycznego, lecz jedynie gtosu w dyskusji naukowej. Nie mam
najmniejszych watpliwosci, ze przedstawiona rozprawa spetnia warunki ustawowe, tj.
prezentuje wysoki poziom ogoélnej wiedzy teoretycznej, stanowi dowdd na umiejetnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz zawiera istotne elementy nowosci
naukowej, innymi stowy — oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Moja
jednoznacznie pozytywna ocena jej zawartosci skfania mnie do sformutowania
wniosku o dopuszczenie p. mgr. Konkela do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jestem takze catkowicie przekonany, ze dorobek naukowy Doktoranta, w tym
znaczgca warto$¢ ocenianej przeze mnie Jego rozprawy doktorskiej, uzasadniajg
nadanie mgr. Robertowi Konkelowi stopnia naukowego doktora.




