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RECENZJA

pracy doktorskiej autorstwa mgr Marty Cegtowskiej pt. »Wybrane
battyckie cyjanobakterie jako potencjalne zrédio zwigzkow biologicznie
aktywnych — Selected Baltic cyanobacteria as a potential source of
biologically active compounds”
wykonanej w Instytucie Oceanologii Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem
Prof. dr hab. Alicji Kosakowskiej

Sinice nalezg do jednych z najstarszych organizméw wystepujacych prawie w
kazdym $rodowisku przyrodniczym, ze wzgledu na ich odporno$¢ na ekstremalne
warunki klimatyczne, takie jak m.in. diugotrwate susze, czy bardzo wysokie temperatury.
Natomiast, rodzaj podtoza, odpowiadajacy za wysokg kwasowo$¢ nie wplywa
destrukcyjnie na funkcje zyciowe cyjanobakterii.

Sposrod  najdogodniejszych  warunkéw sprzyjajgcych rozwojowi sinic w
ekosystemach morskich mozna wyréznié stong wode, jej wysokg temperature, a takze
zanieczyszczenie $ciekami i nawozami z pél. Wszystkie te szkodliwe czynniki stanowiag
powazne zagrozenie w prawidtowym funkcjonowaniu cztowieka w aspekcie zaréwno
ekonomicznym, jak i spotecznym, a wigc w szerszym rozumieniu dobrostanu
spoteczenstwa. Z jednej strony, stanowig istotng sktadowg fitoplanktonu odgrywajgc
kluczowa role ekologiczng, a takze biorgc aktywny udziat w globalnej produkgii
pierwotnej, a ponadto w globalnym obiegu wegla i azotu. Z drugiej za$ strony, dogodne
warunki do ich wzrostu prowadzg do pojawiania sie tzw. masowych zakwitow wody, a
tym samym zaktécenia funkcjonowania ekosystemu. Generowane w tak niesprzyjajgcych
warunkach toksyny sinicowe, ktore zazwyczaj wystepuja w wyraznie zanieczyszczonych
akwenach o wysokim stopniu eutrofizacji, czyli przezyznienia, majg zdolno$¢ syntezy
licznych metabolitow wtérnych, m.in. alkaloidéw, poliketydéw, peptydéw oraz terpendw.
Uwaza sie, ze profile peptydowe stanowig szczegbing wiasciwosé, charakterystyczng
dla danego szczepu.



Na szczegélng uwage zastuguje fakt, ze sposrod najczesciej testowanych
cyjanobakterii wyréznia sig toksyny wykazujace aktywnos$¢ biologiczng o znaczacej
cytotoksycznosci, chociaz istnieje takze wiele doniesien w pisSmiennictwie $wiatowym, z
ktorych  wynika, ze niektore cyjanobakterie wykazujg sie  aktywnoscia
przeciwnowotworowa, przeciwwirusows lub tez zdolnoscig do modyfikowania aktywnosci
enzymoéw. Z powyzszych wzgledéw, rozpoznanie tak zywotnej, i zarazem ziozonej
problematyki badawczej byto niewatpliwie inspiracjg oraz powaznym wyzwaniem
stojacym przed Doktorantka, a jej dysertacja $cisle wpisuje sie w interesujacy oraz
oryginalny nurt badawczy.

Najogdlniej rzecz ujmujac podstawowym celem pracy bylo poszerzenie wiedzy
dotyczacej dwoch szczepdw bakterii battyckich cyjanobakterii, tj. Pseudanabaena cf.
galeata CCNP1313 oraz Limnoraphis sp. CCNP 1324 z uwzglednieniem analizy
produkowanych przez ww. organizmy metabolitéw oraz ich aktywnosci biologiczne;.

W celu petnej realizacji tak zdefiniowanego zadania badawczego nalezato
przeprowadzi¢ cykl badan, ktérych wyniki umozliwityby:

- przeprowadzenie charakterystyki Pseudanabaena cf. galeata CCNP1313;

- przeprowadzenie charakterystyki Limnoraphis sp. CCNP 1324:

- zoptymalizowanie procesu izolacji cyjanometabolitow;

- Zidentyfikowanie peptydéw syntezowanych przez oba szczepy cyjanobakerii;

- ocene efektow wyizolowanych zwigzkéw z zastosowaniem testéw in vitro przy
wykorzystaniu linii komérkowych, enzymow ludzkiego cytochromu P450, miRNA,
koronawirusow  oraz flawiwirusow, a takze stabilnosci metabolicznej
cyjanometabolitow eksponowanych na dziatanie ludzkich enzymow watrobowych.

Na przedtozona do zaopiniowania 284-stronicowg polsko- i anglojezyczna
wersje dysertacji sklada sie Streszczenie, Wstep, Hipoteza badawcza, Materiaty i
metody badan, Wyniki i dyskusja oraz Podsumowanie. Ponadto, w koricowej czesci
rozprawy Autorka zamiescita spis swoich osiagnie¢ naukowo-badawczych oraz
organizacyjnych. Rozprawe wienczy wykaz ponumerowanego, poprawnie
cytowanego pismiennictwa specjalistycznego w liczbie 139 pozycji oraz wykaz
stosowanych akroniméw i skrotéw. Dwa rozdziaty, tj. Materiaty i metody badari oraz
Wyniki i dyskusja sktadaja sie z poszczegdlnych podrozdziatéw, co w znaczacym
stopniu utatwia czytelnikowi studiowanie zaprezentowanego przez Autorke swojego,
wysoce interesujgcego, opracowania. W koncowej czesci swojej rozprawy,
Doktorantka dokumentuje fakt opublikowania wynikéw swoich badan w postaci
czterech prac na tamach filadelfijskich periodykéw naukowych, tj. Algal Res.
(IF=4,401), Toxins (IF=4,546) oraz Marine Drugs (IF=5,118).

Po zapoznaniu sie z czescig teoretyczng pracy, recenzent rozprawy nie ma
najmniejszych watpliwosci, ze Doktorantka w sposéb wnikliwy zapoznata sie z
aktuainym stanem wiedzy zwigzanym z jej zainteresowaniami naukowymi. Byto to
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mozliwe, dzieki umiejetnemu dobraniu i wykorzystaniu licznych, pozycji
literaturowych o zasiegu Swiatowym. Tym sposobem praca znaczgco zyskata na
warto$ci w aspekcie pogtebionej interpretacji uzyskanych rezultatdéw badawczych.
Swiadczy to o przyswojeniu i gruntownym zrozumieniu przez Autorke wspofczesnych
zagadnien dotyczacych charakterystyki, o tak dtugiej historii i ewolucji, interesujacej
grupy organizmoéw, jakimi sg cyjanobakterie. W tej czesci pracy, Doktorantka
omowita kwestie szkodliwego ich wptywu na zdrowie ludzi oraz zwierzat, a takze
nadmienita o doniesieniach literaturowych wskazujacych na aktywnos$¢ biologiczna
tychze organizmow przejawiajagcg sie dziataniem przeciwnowotworowym,
przeciwwirusowym, czy modyfikujgcym aktywnos$¢ enzyméw. Odnoszac sie do tej
czesci rozprawy mozna skonstatowaé, ze zostata poprawnie zredagowana i
umiejetnie wprowadza czytelnika w catoksztatt zagadnien rozwazanych w dalszej
czesci pracy, tj. w czesci metodycznej.

Otéz, w czeSci eksperymentalnej pracy mgr Marta Ceglowska w peni
dokumentuje poprawno$¢ przeprowadzonych przez nig badan, charakteryzujgcych
si¢ wysokim poziomem merytorycznym, zaréwno w aspekcie metodyczno-
analitycznym, jak i interpretacyjnym. Autorka w sposob zwarty, a zarazem wnikliwy
przybliza czytelnikowi wyniki swoich badan rzetelnie udokumentowanych w formie
tabelarycznej i graficznej, w tym diagraméw w postaci drzewa filogenetycznego,
fotograméw oraz widm fragmentacyjnych peptydu PG725 i galeapeptyny GP729.
Podsumowujac cze$¢ eksperymentalng nalezy zaznaczy¢, ze badania zostaly od
strony analitycznej wtasciwie zaplanowane, dane pomiarowe nalezycie opisane i

zinterpretowane, a zatozone cele konsekwentnie zrealizowane. Zatem caty warsztat
badawczy nie budzi zadnych zastrzezen.

Recenzja nie bylaby petna, gdyby nie zawierata uwag krytycznych, chociaz
nalezy podkreslié, ze praktycznie wszystkie z nich dotycza wyjgtkowo nielicznych i
bardzo drobnych btedéw natury redakcyjnej, czy interpunkcyjnej. Ot6z, one:

- str. 34, wiersz 7 od dotu; jest: ,(from 2.76 (SD = 0.50)” zamiast: ,{from 2.76 (SD =
0.50)",

- str. 34, wiersz 6 od dotu; jest: ,respectively)” zamiast ,respectively}’,

- str. 48, podpis Tabeli 4; jest: ,samples ((NT)” zamiast samples ,{(NT)”,

- str. 60, wiersz 14 od dotu; jest: ,2016].” zamiast ,2016],”,

- str. 60, wiersz 13 od dotu; jest: ,A ich” zamiast ,a ich”,

- str. 63, wiersz 3 od dotu; jest: ,koronawiruwdéw” zamiast ,koronawiruséw’,

- str. 74, wiersz 2 od gory; jest: ,Cyjanometabolitée” zamiast ,Cyjanometabolitow”,

- str. 90, podpis pod rys. 10, wiersz 13 od dotu; jest: ,peptudu PG725” zamiast
speptydu PG725".

Odnosnie statystycznego opracowania wynikéw, Doktorantka zastosowata
metode najwigkszej wiarygodnosci (maximum likelihood), ktéra bazuje na zatozeniu,

ze wszystkie drzewa rozpatrywaé mozna jako alternatywne hipotezy wyjasniajgce
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obserwowang réznorodno$é. Co prawda, majg zastosowanie jeszcze inne techniki
chemometryczne obrazowania odlegto$ci genetycznej, jak np. wielowariancyjna
analiza skalowanie wielowymiarowe (MDS), czy analiza gtéwnych sktadowych (PCA),
to jednak znacznie bardziej rzetelne wyniki uzyska¢ mozna wykorzystujgc metode
zastosowang przez Doktorantke. Ponadto, poprawnie wykorzystata test Kruskal-
Wallis, jako nieparametryczng alternatywe jednoczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA) przy zadanych poziomach istotnosci statystycznej p < 0,05, p<0,01ip <
0,001.

Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest przyktadem
uwiericzone] peinym sukcesem proby, po raz pierwszy przeprowadzonego
wnikliwego opisu battyckich cyjanobakterii Pseudanabaena galeata CCNP1313 oraz
Limnoraphis sp. CCNP 1324 z uwzglednieniem ich charakterystyki chemotypowej, a
w przypadku Pseudanabaena galeata CCNP1313 dodatkowo genotypowej.
Zidentyfikowano nowe analogi aeruginozamidéw syntetyzowanych przez CCNP 1324,
a w przypadku niektorych AEG wygenerowanych przez ten wiasnie szczep
stwierdzono modyfikacje w grupie tiazolowej. W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze
owg modyfikacje mozna uzna¢ za nowatorskie osiggniecie Doktorantki. Innym
powaznym dokonaniem badawczym bylo zidentyfikowanie w prébkach CCNP1313
az 45 nieopisanych dotychczas w literaturze $wiatowej peptyddéw. Sposrod tych
zwigzkéw, 14 z nich zostato ponadto opisanych w oparciu o sporzadzong
charakterystyke ich struktur chemicznych, a te nowo wykryte okreslono mianem
galeapeptynami (GP) oraz Pseudanabaena galeata peptydami (PG). Tym sposobem
mgr Marta Cegtowska przyczynita sie do wzbogacenia bazy danych opisanych w
swojej dysertacji dotyczacych metabolitéw cyjanobakterii CyanoMetDB. Zatem, na
szczegblng uwage zaslugujg nie tylko nowatorskie elementy poznawcze
prowadzonych badan, ale takze ich wielodyscyplinarny charakter, wymagajacy
opanowania rzeteinej wiedzy i praktycznych umigjetnosci m.in. z zakresu analityki
chemicznej. Ponadto, przedtozona do zaopiniowania rozprawa zostata starannie
zaplanowana i zrealizowana, zaréwno pod wzgledem poznawczym i metodycznym,
jak i utylitarnym. Wymownym przyktadem tak powszechnie cenionego praktycznego
aspektu prowadzonych badan jest stwierdzenie przez Doktorantke, ze szczep
CCNP1324 syntetyzuje metabolity cytotoksyczne w stosunku do gruczolaka piersi
(T47D), wykazujac hamujgce dziatanie ludzkiego bloku enzymatycznego cytochromu
P450, jednoczesnie promujgc generowanie reaktywnych form tlenu. Natomiast,
szczep CCNP1313 jest odpowiedzialny za synteze nie tylko metabolitow
cytotoksycznych w stosunku do gruczolaka piersi, ale réwniez ludzkich komorek
tkanki tgcznej (HDF) oraz metabolitbw o wilasciwosciach przeciwwirusowych
wzgledem wirusa Zachodniego Nilu, wirusa ostrej niewydolnoéci oddechowej i
ludzkiego korona wirusa OC43. Powyzej przytoczone przez Autorke rozprawy
argumenty pozwalajg sformutowac konkluzje, ze battyckie cyjanobakterie stanowia
potencjalne zagrozenie dla dobrostanu ludzi i zwierzat, ale z drugiej strony sa
istotnym zrédtem substancji o dziataniu przeciwnowotworowym i przeciwwirusowym.
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Owe mikroorganizmy, zwane potocznie sinicami mogg zatem stanowic¢ alternatywe
dla tej samej wiasnie grupy zamieszkujgcej ekosystemy strefy tropikalnej. Zgodnie z
domniemaniem mgr Marty Cegtowskiej, daje to uzasadniong podstawe do takiego
sformutowania, ze nie tylko organizmy z rejonéw tropikalnych stanowig interesujgcy
materiat do badari nad biotechnologicznym wykorzystaniem produktéw naturainych
pochodzenia morskiego, ale takze cyjanobakterie z Morza Battyckiego.

Najogélniej rzecz ujmujac, Autorka w peini wywigzata sie z natozonego na nig
zobowigzania badawczego, tzn. przeprowadzita w sposéb  poprawny,
udokumentowany publikacja, cykl interdyscyplinarnych badan ukoronowanych
petnym sukcesem. Doktorantka staneta przed ambitnym wyzwaniem badawczym,
ktéremu w pelni sprostata, poprawnie wykorzystujac szereg zaawansowanych
narzedzi badawczych. Uzyskane przez nig wyniki wnoszg nowatorskie elementy
poznawcze przyczyniajac sie do wzbogacenia naszej wiedzy dotyczacej
charakterystyki metabolitéw eksplorowanych cyjanobakterii.

Przediozona do oceny rozprawa doktorska w peini odpowiada ustawowym
kryteriom stawianym pracom doktorskim.

Ponadto, nalezy podkreslié, Zze przeprowadzone przez mgr Marte Cegtowska
prace badawcze, charakteryzujgce sie duzym ‘tadunkiem’ nowosci naukowej, mozna
uznaé za wlasciwie zaprojektowane, a takze poprawnie wykonane. Doktorantka
odznaczyta sie w czasie realizacji zadan badawczych duzg bieglo$cig analityczna,
determinacja, a takze dociekliwoscig na etapie interpretacji danych pomiarowych.
Uzyskata wysoce znaczace, interesujace, a takze obiecujgce wyniki na podstawie
wlasciwie przeprowadzonego cyklu analiz. Wnioski zredagowane z wtasciwg dozag
ostroznoéci samokrytycyzmu naukowego znajdujg petne potwierdzenie w bogatym
materiale faktograficznym, co $wiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Po uwzglednieniu ww. argumentéw, recenzent z pelnym przekonaniem
stawia wniosek o wyrdznienie pracy. Dysertacja odznacza si¢ duzym
ladunkiem aktualno$ci oraz nowos$ci naukowej, a ponadto oprécz waloréw
poznawczych ma réwniez warto$é utylitarna. Szczegdétowe uzasadnienie ww.
wniosku zostato przestane w oddzielnym dokumencie.

Biorac powyzsze po uwage, praca doktorska autorstwa mgr Marty Cegtowskiej
w petni spetnia warunki okreslone w ustawie o stopniach i tytutach naukowych i z tym
przekonaniem recenzent stawia wniosek o dopuszczenie Doktorantki przez Wysokg

Rade Naukowg Instytutu Oceanologii PAN w Sopocie do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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UZASADNIENIE

wniosku o wyréznienie pracy doktorskiej autorstwa mgr Marty
Ceglowskiej pt. ,,Wybrane battyckie cyjanobakterie jako potencjalne
Zrodio zwigzkow biologicznie aktywnych — Selected Baltic cyanobacteria
as a potential source of biologically active compounds”

wykonanej w Instytucie Oceanologii Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem
Prof. dr hab. Alicji Kosakowskiej

Dysertacja zastuguje na wyrdznienie z uwagi na fakt, ze Doktorantka (1)
uzyskata oryginalne wyniki badar dostarczajgcych wysoce interesujgce informacje,
rzucajgce nowe $wiatlo na szereg zagadnien zwigzanych z obszarem tematycznym
przedtozonej do zaopiniowania rozprawy. Ponadto, legitymuje sie ona (2) znaczgcym
dorobkiem naukowo-badawczym potwierdzajgcym jej kompetencje analityczne,
szczegOblnie przydatne na etapie realizacji ambitnych, zakrojonych na szeroka skale
zadan badawczych.

Ad.1). Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest przyktadem uwiericzonej
petnym sukcesem proby wykazania, ze wybrane battyckie cyjanobakterie jawia sie
jako potencjalne zrédto zwigzkdw biologicznie aktywnych. Uzyskane przez mgr Marte
Cegtowskg wyniki wnoszg nowatorskie elementy poznawcze przyczyniajgc sie do
wzbogacenia naszej wiedzy dotyczgcej charakterystyki metabolitow eksplorowanych
cyjanobakterii. Nalezy podkresli¢, ze Autorka w petni wywigzata sie z hatozonego na
nig zobowigzania badawczego oraz staneta przed powaznym wyzwaniem
badawczym, ktoremu w peini sprostata, poprawnie wykorzystujgc szereg
zaawansowanych narzedzi badawczych. Uzyskane przez nig wyniki wnoszg
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nowatorskie elementy poznawcze w zakresie wnikliwego opisu battyckich
cyjanobakterii Pseudanabaena galeata CCNP1313 oraz Limnoraphis sp. CCNP 1324
z uwzglednieniem ich charakterystyki chemotypowej, a w przypadku
Pseudanabaena galeata CCNP1313 dodatkowo genotypowej.

Zatem, przeprowadzone przez mgr Marte Ceglowska prace badawcze,
charakteryzujg sie duzym tadunkiem nowosci naukowej. Doktorantka odznaczyta sie
w czasie realizacji przedsiewzie¢ badawczych duza biegloscia analityczng i
determinacja, a na etapie interpretacji danych pomiarowych takze dociekliwosécig i
zrozumieniem wielokierunkowych mechanizméw wystepujacych w tak ztozonych
uktadach biochemicznych charakterystycznych dla eksplorowanych probek. Uzyskata
wysoce interesujace, a takze obiecujgce wyniki dzieki wtasciwie przeprowadzonemu
cyklowi analiz. Wnioski zostaly zredagowane z wlasciwg dozg ostroznosci i znajdujg
petne potwierdzenie w bogatym materiale faktograficznym.

Ad. 2). Na dorobek naukowy Doktorantki sktadajg sie 4 artykuty naukowe stanowiace
podstawe pracy doktorskiej, opublikowane na tamach czasopism filadelfijskich o
tacznym wspotczynniku oddziatywania, tj. IF =19,183. Nalezy podkresli¢ fakt, ze jest
ona wiodacg autorkg we wszystkich czterech publikacjach i do tego w charakterze
autora korespondujacego w trzech artykutach. Odnosnie jej dorobku publikacyjnego
po wylaczeniu ww. 4 artykutéw wchodzgcych w skiad doktoratu, mgr Marta
Ceglowska jest wspodtautorkg 10 publikacji (w tym pierwsza autorka w 2 artykutach) o
lgcznym wspétczynniku oddziatywania (IF) wynoszacym 49.0. Uczestniczyta w 37
konferencjach, gtéwnie o zasiegu miedzynarodowym (25), przy czym w 12 z nich w
charakterze pierwszego autora. Wystepowata 25-krotnie w charakterze prelegenta,
w tym 7-krotnie na forum miedzynarodowym (Stowenia, Szkocja, Grecja, Litwa,
Hiszpania).

Ponadto, Kandydatka przyczynita sie efektywnie do pozyskiwania
zewnetrznych $rodkéw finansowych na wykonywanie prac badawczych, czego
dowodem jest jej zaangazowanie w realizacji zadan badawczych w ramach 4
projektow naukowych NCN — OPUS. Byta rowniez gtéwnym wykonawcg grantu
COST, a takze realizowata zadanie badawcze w WP2 w ramach grantu norweskiego.

Angazowata sie we wspdtorganizacji XI Ogoélnopolskiej Konferencji
Hydromikrobiologicznej HYDROMICRO 2012 w Sopocie, | Konferencji Badaczy
Morza w Sopocie oraz spotkania Grupy Roboczej Harmful Algal Bloom Dynamics
(WGHARD), International Council for Exploration of the Sea w Sopocie.

Doktorantka moze wykazaé sie prowadzeniem wspoétpracy miedzynarodowe]
w ramach COST Action — European transdisciplinary networking platform for Marine
Biotechnology w charakterze cztonka Management Committee. Ponadto, realizuje
zadania badawcze z Department of Environmental Science and Analytical Chemistry,

Stockholm University (Szwecja) oraz z Marine Research Institute, Klaipeda University
(Litwa).



Jest cztonkiem takich organizacji naukowych jak:

- Komitet Mikrobiologii i Biotechnologii Srodowiskowej, Gdanski Oddziat PAN,

- Sekcja Mikrobiologii Srodowiskowej przy Polskim Towarzystwie Mikrobiologow,
- Polskie Towarzystwie Mikrobiologow,

- Konsorcjum Mikrobiologéw Morza, czionkéw Komisji ds. Mikrobiologii |
Biotechnologii Morskiej Komitetu Badan Morza PAN.

Biorac powyzej przytoczone argumenty pod uwage, recenzent z petnym
przekonaniem stawia wniosek o wyrbznienie pracy doktorskiej autorstwa mgr Marty
Ceglowskiej pt. ,Wybrane battyckie cyjanobakterie jako potencjalne zrodto zwigzkow
biologicznie aktywnych — Selected Baltic cyanobacteria as a potential source of
biologically active compounds”. Dysertacja odznacza sie duzym tadunkiem
aktualnosci oraz nowosci naukowej, a ponadto oprocz walorow poznawczych mozna
wykazaé w pracy istotne elementy utylitarne.



