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Rezencja rozprawy doktorskiej mgr Marty Ceglowskiej zatytulowane;:
» Wybrane Baltyckie cyjanobakterie jako potencjalne zrédio zwiagzkéw biologicznie
aktywnych” (Selected Baltic Cyanobacteria as a potential source of biologically active
compounds).

1. Ocena wst¢pna rozprawy doktorskiej

Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska Pani mgr Marty Ceglowskiej, ktora zostala
wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Alicji Kosakowskiej. Obiektem badan byty dwa
szczepy cyjanobakterii tj. Pseudanabaena galeata CCNP1313 oraz Limnoraphis sp.
CCNP1324. W pracy dokonano wieloaspektowej charakterystyki ww. szczepOw oraz
wykazano ich zdolno$¢ do produkcji wybranych cyjanometabolitow. Rozpoznano takze
struktur¢ oraz aktywno$é biologiczng tych zwigzkéw poprzez zastosowanie réznorodnych
analiz i biotestow. Temat rozprawy doktorskiej zatem wpisuje si¢ w wazng tematyke badan z
zakresu biologii i toksycznodci cyjanobakterii mogacych stanowié z jednej strony powazne
zagrozenic dla zdrowia i zycia ludzi jak i zwierzat a z drugiej strony by¢ Zrédlem wielu
cennych zwigzkéw chemicznych. Analizowane taksony cyjanobakterii s3 malo rozpoznane i
nie byly dotad tak wnikliwie badane co stanowi o szczegdlnym znaczeniu badan
zrealizowanych przez Doktorantke. Podjete w pracy zagadnienia stanowig o jej nowatorskim
charakterze a sama praca ma charakter pionierski i otwiera szerokie perspektywy dalszych
interesujgcych badarn.

2. Merytoryczna ocena rozprawy doktorskiej

Gléwnym celem pracy bylo poszerzenie wiedzy na temat dwéch szczepOw baltyckich

cyjanobakterii a takze zbadanie réznorodnosci produkowanych przez te organizmy
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metabolitéw. W pracy postawiono trzy hipotezy badawcze, z ktérych druga i trzecia wydaja
si¢ czgsciowo powtarzaé dotyczac nieodkrytego bogactwa morza w postaci nierozpoznanych
zwigzkow biologicznie aktywnych.

Dotychczasowa wiedza na temat cyjanobakterii z tego akwenu dotyczy przede wszystkim dosé
dobrze poznanych taksonéw powodujacych zakwity a przy tym zdolnych do produkeji szeroko
opisywanych cyjanotoksyn. Natomiast niewiele jest doniesiei naukowych na temat
cyjanobakterii z rodzaju Pseudanabaena i Limnoraphis. Pod tym wzgledem wybrany
przedmiot badafh wraz z jego wicloaspektows charakterystyka stanowi nowe, oryginalne
ujecie.

Glowny cel badan zostat w pebni osiagnicty poprzez konsekwentng realizacje celow i zadan
czastkowych. Skladaly si¢ na nie kolejne etapy tj. identyfikacja za pomoca analiz
molekularnych oraz charakterystyka badanych szczepow zaréwno pod wzgledem budowy
morfologicznej, struktur komérkowych oraz zawartosci pigmentéw. Nastepne Doktorantka
wykazala zdolno$¢ badanych cyjanobakterii do produkcji réznorodnych zwigzkow
chemicznych oraz ocenita ich aktywnosé biologiczng. Na tym etapie Doktorantka wykazala
si¢ duza znajomosciag dostepnych analiz chemicznych oraz biotestéw. Zastosowala
prawidtowe, nowoczesne metody analityczne w tym migdzy innymi szerokie spektrum analiz
z zastosowaniem chromatografu cieczowego sprzezonego z tandemowym spektrometrem mas.
Wiekszos$¢ analiz Doktorantka wykonata sama lub pod opieka doswiadczonych ekspertow.
Potwierdza to jej zdolno$¢ do pracy w wieloosobowym zespole badawczym i solidne
do$wiadczenie laboratoryjne. Na podkreslenie zasluguje duzy naklad pracy zwigzany z

przeprowadzonymi analizami.

Wyniki badan zostaly opublikowane w czterech, wieloautorskich artykutach w czasopismach
znajdujacych si¢ na liscie JCR tj. Algal Research (2020), Toxins (2022) oraz Marine Drugs
(2020, 2022). Artkuly te skladaja si¢ na cykl rozprawy doktorskiej. Doktorantka w kazdym z
nich jest pierwszym autorem z wiodacym jak wynika z zalaczonych oswiadczeh udzialem

polegajacym na zaplanowaniu koncepcji badan, wykonaniu lub udziale w analizach
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laboratoryjnych, Opracowywaniu czy modyfikacji zastosowanych metod oraz pisaniu

manuskryptéw. Tematyka badaweza w pelni pasuje do profilu tych czasopism co tym samym
zwigksza szanse na dotarcie do szerokiego grona migdzynarodowych odbiorcéw. Mimo
bardzo krétkiego czasu od ukazania si¢ tych artykutéw dwa z nich s3 juz wielokrotnie
cytowane co potwierdza ich duzy potencjal w poszerzaniu wiedzy na temat baltyckich
cyjanobakterii.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska opisujaca Syntetycznie opublikowane osiggniecia
posiada prawidlowy uktad, na ktéry sklada si¢ wstep z zdefiniowanym celem badan, opis
materiatu i metod badawczych, wyniki oraz wnioski. Wstep i metody badan pozwalajg bardzo
precyzyjnie zapoznaé sig z podjetg tematyka i zastosowanymi metodami badawczymi, ktore
nie budzy zadnych zastrzezer. Wyniki zostaly przedstawione w uporzagdkowany sposéb,
bogato zilustrowane oraz udokumentowane licznymi tabelami i rycinami przedstawiajgcymi
struktury chemiczne i widma fragmentacyjne zwigzkéw chemicznych, drzewa filogenetyczne
a takze zdjecia badanych szczepow wykonane pod mikroskopem transmisyjnym. Literatura
obejmuje bogaty przeglad doniesien naukowych w tym wiele biezacych pozyciji.

Do  najwazniejszych osiggnigé  naukowych pierwszej publikacji nalezy dokladne
scharakteryzowanie Szczepu z rodzaju P. galeata CCNP1313 wyizolowanego z Zatoki
Gdanskiej w 2010 roku przez dr Justyne Kobos i zdeponowanego w Kolekeji Kultur Pétnocnej
Polski w Zakladzie Biotechnologii Morskiej UG. Dotychczasowe badania molekularne oparte
0 analize¢ sekwencji 16S rDNA czy ITS nie pozwolily na Jjednoznaczng identyfikacje
taksonomiczng badanego szczepu i zakwalifikowanie do jednego ze znanych 50 gatunkow z
rodzaju  Pseudanabaena. Dopiero  zastosowana przez Doktorantke analiza mniej
konserwatywnego fragmentu RbcLX umozliwila jednoznaczne wyodrgbnienie badanego
szczepu od rodzaju Limnothrix a uzupetniona przez analizy ultrastruktur komoérkowych z
zastosowaniem TEM na zaklasyfikowanie badanego szczepu jako Pseudanabaena galeata.
Tym samym Doktorantka potwierdzila jak wazne jest wieloaspektowe podejscie (polyphasic

approach) w badaniach taksonomicznych cyjanobakterii. W tym miejscu chciatbym zapytac
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doktorantke 0 wymagania srodowiskowe tego gatunku, czy znane sg np. optymalne warunki
do rozwoju tej cyjanobakterii oraz jaki jest jej udzial w zbiorowiskach fitoplanktonu Zatoki
Gdanskiej. W tej samej publikacji Doktorantka przedstawita takze po raz pierwszy dla szczepu
P. galeata CCNP1313 szerokg charakterystyke zawartosci barwnikow fotosyntetycznych i
pomocniczych w réznych warunkach $wietlnych oraz wykazala jego zdolno$¢ do produkcji
ponad 26 nieznanych peptydéw. Nie wykazano natomiast zdolnosci tego szczepu do produkcji
czgsto stwierdzanych w ekosystemach wodnych cyjanotoksyn takich jak mikrocystyna,
saksitoksyna czy anatoksyna. Zastanawiam si¢ czy jest to typowe dla cyjanobakterii z tego
rodzaju czy tylko dotyczy badanego szczepu — prosze o odpowiedz.

W drugiej publikacji Doktorantka wraz z wspétautorami wykazata zdolno$¢ szczepu P.galeata
CCNP1313 do produkeji wielu nastepnych, nowych metabolitéw oraz ocenila ich aktywnosé
biologiczng. Opisane zostaty kolejne zwigzki peptydowe nieznane dotad z literatury. Sposréd
45 dotad nieopisanych peptydéw scharakteryzowano strukture czternastu z nich. Zostaly one
zgrupowane w dwoéch grupach zwigzkéw nazwanych przez Autorke jako galeapeptyny (GP)
oraz Pseudanabaena galeata peptydy (PG). Ponadio poprzez zastosowanie szeregu analiz i
biotestéw podzielono te zwiazki wg. aktywnosci biologicznej. Do bardzo ciekawych i
waznych z punktu medycznego osiaggnie¢ tej pracy zaliczylbym wykazanie cytotoksycznosci
metabolitéw syntetyzowanych przez szczep P. galeata CCNP1313 wobec gruczolaka piersi
(T47D) oraz ludzkich komérek tkanki tacznej (HDF). Metabolity te zostaly zidentyfikowane
jako peptydy. Ponadto bardzo istotnym wnioskiem badan bylo stwierdzenie obecnosci
mieszaniny tych zwigzkéw w testowanych frakcjach chromatograficznych, ktére moga
wchodzi€ ze sobg we wzajemne interakcje. Znaczacym osiggnigciem pracy bylo stwierdzenie
whasciwosci antywirusowych surowych ekstraktéw otrzymanych ze szczepu P. galeata
CCNP1313 jak i zidentyfikowanych metabolitéw wzgledem wirusa Zachodniego Nilu, wirusa
ostrej niewydolnosci oddechowej oraz ludzkiego koronawirusa OC43. Prositbym o odpowiedz
czy Doktorantka zna przyklady wykorzystania produkowanych przez cyjanobakterie

metabolitéw w produkcji lekéw czy szczepionek?
4



UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W P OZNANIU

Wydzial Biologii
uAM ZAKEAD HYDROBIOLOGIT
h, h

W artykule trzecim i czwartym natomiast Doktorantka przedstawila charakterystyke
chemotypowa szczepu Limnoraphis sp- CCNP1324 wyizolowanego z Zatoki Puckiej i
pozyskanego takze z Kolekcji Kultur Pétnocnej Polski. Zabrakto mi jednak informacji
dlaczego szczep ten poczatkowo zaklasyfikowany jako Lyngbya aestuarii nie zostal
scharakteryzowany w podobny sposob jak szczep P. galeata tj. za pomocy rozszerzonych
badan molekularnych? Podobnie Jak w przypadku szczepu P. galeata chciatbym zapytaé o
jego wymagania $rodowiskowe i czy czgsto obserwowany jest w fitoplanktonie Zatoki
Gdanskiej i Zatoki Puckiej.

Efektem badan na tym szczepie bylo poznanie 18 nowych analogow zwigzkow z klasy
aeruginozamidéw (AEG) nalezacych do cyjanobaktyn. Jest to duza, zréznicowana
strukturalnie grupa zwigzkéw wykrywana u odlegtych taksonomicznie cyjanobakterii. Do
waznych osiggnie¢ autorki nalezy opisanie nowej modyfikacji strukturalnej cyjanobaktyn.
Dodatkowo autorka wykazata, iz wybrane zidentyfikowane aeruginozamidy posiadaja
cytotoksyczne wlasciwosci wzgledem gruczolaka piersi podobnie jak wczesniej opisane
metabolity produkowane przez szczep P. galeata. Do waznych obserwacji nalezy zaliczy¢
hamujace dziatanie produkowanych przez Limnoraphis sp. CCNP1324 metabolitéw wzgledem
ludzkiego cytochromu P450 oraz promujace generowanie stresu oksydacyjnego. Zaznaczyé
Jednak mnalezy, iz tylko wybrane aeruginozamidy i tylko przy najwyzszym stezeniu
wywolywaly te efekty. Tym samym wykazano, iz grupa tych zwigzkéw jest bardzo zlozona i
sklada si¢ z réznigcych si¢ strukturalnie a przez to takze wykazujacych sie rézna aktywnoscig

biologiczng wariantow.

Dokonania Doktorantki pozwolily zatem na pierwsza tak kompleksowyg charakterystyke
dwoch mato znanych taksonéw cyjanobakterii. Badania te znaczaco poszerzaja wiedze nie
tylko na temat flory cyjanobakterii Morza Baltyckiego na poziomie réznorodnosci gatunkowej
ale takze na poziomie rdznorodnosci chemotypowej. Warto podkresli¢ aspekt aplikacyjny tych
badan gdyz markery chemotaksonomiczne pozwalaja na oszacowanie zmiennosci na poziomie

wewngtrzgatunkowym w obrgbie populacii Jjednego gatunku. Pelne jej poznanie moze by¢
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niezwykle istotne przy ocenie potencjalnych zagrozen Srodowiskowych. Prositbym

Doktorantke o opinic na temat mozliwosci zastosowania wiedzy o markerach
chemotaksonomicznych w monitoringu srodowiskowym. Do bardzo waznych zaliczytbym
takze wyniki ukazujgce badane szczepy cyjanobakterii jako bogate zrédlo Zwigzkow o duzym
potencjale farmakologicznym. Wyniki Doktorantki sa niewgtpliwie wierzcholkiem gory
lodowej odkry¢ naukowych dotyczacych rézmorodnosci cyjanobakterii i produkowanych przez
nie cennych zwiazkow chemicznych

3. Ocena koncowa

Podsumowujac ocene rozprawy doktorskiej mgr Marty Ceglowkiej uwazam, ze Doktorantka
podjeta si¢ zbadania bardzo istotnego tematu badawczego zwigzanego z charakterystykg wcigz
mato poznanych taksonéw cyjanobakterii w waznym kontekscie jako potencjalnego Zrddla
réznorodnych metabolitow. Dzigki wieloaspektowemu podejsciu  oraz  zastosowaniu
nowoczesnych technik badawczych praca doktorska wnosi istotny dorobek do rOZWOoju
wspolczesnej biologii i ekologii sinic poszerzajgc zarazem nasza wiedzg na temat ,,ukrytego
bogactwa Morza Battyckiego™.

Przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorska oceniam zatem bardzo wysoko. Dysertacja
spelnia wymogi okreslone w okreslone w art.13 ust.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki Dz. U. z
2017 poz. 1789 z pozn. Zm.). W zwigzku z pPowyzszym zwracam si¢ z uprzejma prosbg do
Rady Naukowej Instytutu Oceanologii Polskiej Akademii Nauk w Sopocie o przyjecie
rozprawy i dopuszczenie mgr Marty Ceglowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie stawiam wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Marty Ceglowskieg;j.

Ml ﬁZ/‘ Uslicist:

dr hab. Mikotlaj Kokocinski prof. UAM



