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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Felczykowskiej zatytulowanej .. Aktywnosci
biologiczne zwiazkow produkowanych przez mikroorganizmy wystepujace w zakwitach oraz

hodowlach cyjanobakterii”.

Rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki Felczykowskiej zostala opracowana
w Katedrze Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem prof. dr hab.
Grzegorza Wegrzyna oraz dr Beaty Guzow-Krzeminskiej. Doktorantka przedstawila jako
osiggniecie naukowe 5 prac oryginalnych i 1 przegladowa, sg one tematycznie zblizone,
opublikowane w czasopismach naukowych o uznanej migdzynarodowej renomie migdzy
innymi w; Toxicon, European Journal of Phycology czy Microbial Cell Factories.

Zasadnicza podstawe doktoratu stanowia wg mojej opinii wyniki opublikowane
w nizej wymienionych pracach numerowanych od | do 3. Wszystkie 6 sa publikacjami
wieloautorskimi. W pracach tych poza jedna Doktorantka jest pierwszym autorem a w 3
sposrod wymienionych takze autorem korespondencyjnym. Pomimo oczywistej trudnosei
w  jednoznacznym okresleniu pelnego wkiadu Kandydatki do stopnia doktora
w przygotowanie koncepcji badawczych i ich opracowanie to zataczone oswiadczenia
wspotautoréw przekonuja o Jej znaczacej roli w ich powstaniu. Utatwieniem w ocenianiu
wynikow jest takze fakt, ze wszystkie publikacje podlegaly wczesniejszej merytorycznej

ocenie przez co najmniej dwoch recenzentow redakeyjnych.
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Publikacje zaliczone do osiagnigcia naukowego;

1. Felczykowska, A., Pawlik, A., Mazur-Marzec, H., Torunska-Sitarz, A., Narajczyk,
M., Richert, M., Wegrzyn G., Herman-Antosiewicz, A. (201 5). Selective inhibition of
cancer cells' proliferation by compounds included in extracts from Baltic Sea

cyanobacteria. Toxicon, 108, 1-10.

2. Mazur-Marzec, H.. Blaszczyk, A., Felczykowska, A., Hohlfeld, N., Kobos, J.,
Torunska-Sitarz, A., Devi, P., Montalvéo, S.,D’Souza, L., Tammela, P., Mikosik, A.,
Bloch, S.. Nejman-Falenczyk, B., Wegrzyn, G. (2015). Baltic cyanobacteria—a source

of biologically active compounds. European Journal of Phycology, 5 0(3), 343-360.

3. Felczykowska, A., Dydecka, A., Bohdanowicz, M., Gasior, T., Soboii, M., Kobos, J.,
Bloch, S., Nejman-Falenczyk, B., Wegrzyn, G. (2014). The use of fosmid
metagenomic libraries in preliminary screening for various biological activities.

Microbial cell factories, 13(1), 1.

4. Felczykowska, A., Bloch, S. K., Nejman-Falenczyk, B.. Baranska, S. (2012).
Metagenomic approach in the investigation of new bioactive compounds in the marine

environment. Acta Biochimica Polonica, 59, 501-505.

5. Felczykowska, A., Krajewska, A., Zielinska, S., Los, J. M., Bloch, S. K., Nejman-
Faleficzyk, B. (2015). The most widespread problems in the function-based microbial

metagenomics. Acta Biochimica. Polonica, 62(1), 161-166.

6. Felczykowska, A., Krajewska, A., Zielinska, S., Lo$, I. M. (2015). Sampling,
metadata and DNA extraction—important steps in metagenomic studies. Acta

Biochimica Polonica, 62(1), 151-60.
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Przedstawione do oceny materialy obejmujg takze oprécz kserokopii publikacji
streszczenia w jezyku angielskim i polskim, dokumentacje uwzgledniajacg wyniki w formie
chromatograméw oraz oéwiadczenia wspotautorow zataczonych publikacji. Uzyskana za
posrednictwem Dziekana Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego Pana prof. dr hab.
Dariusza Szlachetko dokumentacja jest w moim przekonaniu kompletna i umozliwia
sformutowanie oceny dorobku naukowego Kandydatki do stopnia doktora.

Zmieniajace si¢ w czasie ponad 4 mld lat warunki dla ewolucji zywych organizmow
pozwolity im na zajecie na Naszej Planecie niezwykle zréznicowanych siedlisk od
przyjaznych do ekstremalnie trudnych. Imponujaca liczba gatunkéw (tylko sinic okoto 3300)
okreslajaca bioréznorodnos¢ obejmuje wedlug systematycznej przynaleznosci jaka
zaproponowat Carl Woese domeny; najliczniejsza Bacteria przy nieporownywalnie stabiej
reprezentowanych Archea i Eukarya. Niezwykle szybki postgp w zakresie opracowywania
nowych metod analitycznych i narzedzi stosowanych w biologii molekularnej i genetyce
pozwolity w ostatnich latach na rozbudowe domeny Bacteria o kolejne nowe rzgdy (Pace).
Przydatna do identyfikacji nowych gatunkéw okazala si¢ metoda sekwencji nukleotydowe;j
16S rRNA a 1990 rok byt data rezygnacji z obowiazujacego we wczesniej wezesniejszej
systematyce podziatu na Procariota (bakterie i sinice) i Eukariota — obejmujace pozostate
gatunki $wiata ozywionego.

Moim zdaniem istotnym dla oceny trafnosci wyboru i oryginalnosci problemu
badawczego pracy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Felczykowskiej jest przypomnienie dwoch
faktow. Pomimo niezwyklego postepu w rozwoju metod analitycznych nadal obowigzuja
zapisane w 1923 roku w Bergey’s Manual warunki, dla scharakteryzowania i opisania
nowego gatunku (wymagana jest m.in. konieczno$¢ jego wyhodowania na odpowiednim
podlozu). Innym dobrze poznanym ograniczeniem jest fakt, ze tylko nieliczng grupe
mikroorganizméw mozna utrzymaé w hodowli laboratoryjnej podczas gdy ich liczba
okreslana w 1 g osadéw czy w 1 ml w s$rodowisku wodnym potwierdzona metodami
mikroskopowymi i molekuklarnymi obejmuje czasami dziesiatki milionow egzemplarzy.

Obraz ten zmienia si¢ radykalnie wowczas gdy zamiast pojedynczych genomdw
poddaje si¢ sekwencjonowaniu kompletny DNA izolowany z proby pobranej ze Srodowiska —
reprezentujacy wszystkie mikroorganizmy. Analiza podobnych genoméw obejmujgca
izolowany ze Srodowiska DNA, klonowanie jego fragmentéw w odpowiednim wektorze,
transformacje do gospodarza bakteryjnego oraz przeglad bakteryjnych transformantow

umozliwia coraz bardziej popularna w mikrobiologii metoda metagenomiki. Wsrod
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prekursoréw klonowania pikoplanktonu morskiego przy uzyciu wektora fagowego znaczace
miejsce zajmuja Pace N.R i wsp. Waznym osiagnigciem w tym zakresie bylo takze
opracowanie przez Stein i wsp. (1996 r.) pierwszej biblioteki plazmidowej bezposrednio z
morskich prokariotow.

Opisane w pracy Pani mgr Felczykowskiej wyniki badan nad antybakteryjng oraz
antynowotworowa aktywnoscia biologiczna ekstraktow pozyskanych z okreslonych morskich
gatunkow sinic hodowlanych oraz poiniejsze zastosowanie metagenomiki dla sprawdzenia
wiasciwosci sinicowego DNA pozyskiwanego z prob srodowiskowych pobieranych z Morza
Baltyckiego sa w moim przekonaniu najciekawszg czg¢scia pracy.

Badania te umozliwialy poszukiwanie gendéw dla syntezy nowych zwigzkéw
(metabolitow) lub produkeje, wezesniej poznanych o pozytecznych zdefiniowanych
wlasdciwosciach. Wymagany do tego rodzaju doswiadczen DNA/RNA o mozliwie
najwyzszym stopniu oczyszczenia, odpowiedniej wielkosci konieczny dla rzetelnej analizy
filogenetycznej a takze funkcjonalnej wraz z kolejnymi etapami procedury metagenomiczne;j,
trudnosciami w doborze starterow dla PCR, czy problemy m.in. zwigzane z doborem wektora
i gospodarza w procesie klonowania oraz koniecznos¢ zastosowania skomplikowanej bazy
bioinformatycznej byto w moim przekonaniu ,.jak wejscie™ na pole minowe. Budzi wigc moje
uznanie fakt, ze pomimo tylu potencjalnych zagrozen udaje sie jednak uzyskiwac powtarzalne
wyniki.

Nachodzi mnie rownoczesnie nieodparcie mysl, jesli biedna to prosze o sprostowanie,
czy nie jest tak ze pobierane w okreslonym czasie proby srodowiskowe sg czyms w swoim
sktadzie jednorazowym, i niekoniecznie powtarzalnym przy nastepnych, podzniejszych
zdarzeniach np., zakwitach? W takich warunkach utrata interesujacego klonu o szczegolnie
wartosciowych wlasciwosciach moze okaza¢ sig trudna lub niemozliwa do odzyskania?

Pani mgr Agnieszka Felczykowska jako gléwny cel ocenianej rozprawy doktorskiej
ustalifa okreslenie potencjalnych wlasciwosci syntetyzowanych metabolitow, okreslanych w
dysertacji ogdlnie jako aktywnosci biologiczne mikroorganizméw hodowanych w
laboratorium oraz sinic pochodzacych z prob $rodowiskowych pobranych z zakwitow z
Zatoki Gdanskiej z lat 2009 i 2011. W laboratoryjnej hodowli wykorzystano 27 szczepow
sinic wyizolowanych z Morza Baltyckiego reprezentujacych rzedy Chroococales,
Oscillatoriales oraz Nostocales, pozyskanych z kolekcji Wydziatu Oceanografii i Geografii
Uniwersytetu Gdanskiego.

Sformutowano trzy etapy realizacji zadan badawczych;
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a) Wykorzystujac ekstrakty wodne lub etanolowe sinic hodowlanych okreslono aktywnos¢
enzymatyczng (19 enzyméw) oraz antybakteryjng w stosunku do Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus (Gram dodatnie) oraz Serratia marcescens i Pseudomonas
aeruginosa (Gram ujemne).

b) Pozyskane ekstrakty wodne lub etanolowe (22 rodzaje) z 11 szczepdw sinic z Morza
Battyckiego zastosowano w ukfadzie in virro dla sprawdzenia ich potencjalnej
aktywnosci przeciwnowotworowej w stosunku do linii komérkowej nowotworu piersi
MCEF-7. W nastepne;j serii eksperymentéw wykorzystano trzy najaktywniejsze w procesie
inhibicji zywotnosci komérek MCF-7 ekstrakty etanolowe. Ekstrakty te z M. aeruginosa
CCNP1102, Pseudanabaena sp. CCNP 1311 oraz Pseudanabaena cf. galeata CCNP
1313 o wartosciach ICsg dla komérek linii MCF-7 wynoszace 100, 50 oraz 100 pg ml”
odpowiednio, wykorzystano w dalszych studiach dwojako: dla wyjasniania mechanizmu
ich cytotoksycznosci a nastepnie do sprawdzenia ich wptywu na przezywalnos¢ komorek
HelLa - raka szyjki macicy.

¢) Sprawdzano aktywnos$¢ przeciwnowotworowa mieszaniny ekstraktow z 5 wybranych

szczepow sinic, wyizolowanych z Morza Baltyckiego (Kolekcja UG).

Waznym osiagnieciem prezentowanej pracy jest zastosowanie funkcjonalnej analizy
metagenomicznej do skonstruowania trzech bibliotek metagenomowych na podstawie DNA
izolowanego z zakwitu Nodularia spumigena z 2009 roku (I), Nodularia spumigena i
Aphanisomenon flos-aque z 2011 roku (II) oraz wspomnianych juz 5 szczepéw cyjanobakterii
pochodzacych takze z Morza Baltyckiego; Microcystis aeruginosa CCNP 1101, Microcystis
aeruginosa CCNP 1102, Microcystis aeruginosa CCNP 1103 Anabena sp., CCNP 1406
Synechocystis salina CCNP 1104 (III). Umozliwity one wyszukiwanie aktywnosci
przeciwbakteryjnej i przeciwnowotworowej. Przeanalizowano te wlasciwosci poprzez
sprawdzenie okoto 600 klonéw Escherichia coli z wbudowanymi fragmentami (plazmidami)
srodowiskowego DNA z dwoch pierwszych bibliotek. Dalsze studia obejmowaly takze
potencjalne wlasciwosci antybakteryjne w stosunku do wspomnianych juz gatunkéw:
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus oraz Serratia marcescens 1 Pseudomonas
aeruginosd.

Podkreslenia wymaga fakt wykorzystania w trakcie badan najnowoczesniejszych

metod z zakresu biologii molekularnej i inzynierii genetycznej, uzyskania wielkiej liczby
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wartosciowych wynikéw, oraz znakomitego rozeznania Doktorantki w zwigzanej z tematyka

badawczg literaturze (prace nr 4, 5, i 6). Pani mgr Agnieszka Felczykowska mogta i

skorzystala w badaniach nad wybranymi morskimi gatunkami sinic izolowanych z Morza

Baltyckiego z infrastruktury i uznanego, $wietnego dorobku naukowego Opiekunéw z

Gdanskiego Osrodka Naukowego. Opanowata przy tym imponujgcy warsztat badawczy.

W kategorii nowosci wymaganej w przypadku dysertacji doktorskich oprocz juz

wymienionych do najcenniejszych wybranych osiagnie¢ nalezy zaliczy¢ nastgpujgce wyniki;

a)

b)

Ekstrakty izolowane z baltyckich sinic zawierajg liczne aktywne enzymy. Niektore
spoéréd 19 sprawdzanych takie jak fosfataza alkaliczna lub kwasna, esteraza czy
naftylo-AS-Bl-foshohydrolaza wystgpowaty w 21 na 27 badanych szczepdw. Inne
raczej rzadko a co ciekawe wykazano znaczace zalezne od szczepu réznice zarowno w
liczbie zidentyfikowanych enzymow jak i ich aktywnosci.

Dodatek ekstraktow etanolowych oraz wodnych Microcystis aeruginosa hamowat
wzrost wszystkich badanych bakterii; Staphylococcus aureus DMB-PR-1-20
( MICso=42 ug ml™"), Micrococcus luteus DMB-pR1-1 ( MICs55=42 pg ml"), Serratia
marcenscens DMBpR-1-2 ( MICsp=74 ug ml™") oraz Pseudomonas aeruginosa DMB-
PR-1-23 ( MICso=168 pg ml"). Niektére z ekstraktéw na przyktad z Cyanobacterium

sp. CCMP105 przeciwnie stymulowaly ich wzrost.

¢) Z medycznego punktu widzenia szczegélng wage nalezy przypisa¢ okresleniu

d)

aktywnosci przeciwnowotworowej trzech ekstraktow etanolowych uzyskanych
z; Microcystis aeruginosa CCNP 1102, Pseudanabeana cf. galeata CCNP 1313 oraz
Pseudanabeana CCNP 1311. Wykazywaly one silng inhibicje zywotnosci komorek
nowotworowych raka piersi oraz podobna ich aktywnos$¢ w stosunku do linii komorek
nowotworu szyjki macicy HeLa. Istotne z tego punktu widzenia wydaja si¢ takze
obserwacje wykazujace dodatnia korelacje tych procesach z czasem ekspozycji i
stezenia oddzialywujacych ekstraktow (przy wzglednie nieistotnym wplywie na
odpowiednie zdrowe komérki kontroli). Uzyskane wyniki wykorzystano takze do
sformutowania hipotezy wyjasniajgcej ewentualny mechanizm dziatania ekstraktow
oraz ich specyficzne oddziatlywania na proces apoptozy lub komoérkowych efektow
nekrotycznych.

Opisano takze przyspieszanie procesu wzrostu Escherichia coli poprzez geny niesione
na plazmidzie, szczegdlnie w przypadku klonéw 123-3 oraz 129-3.
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7 obowiazku recenzenta musze zglosi¢ kilka pytan oraz krytycznych uwag:

(I) Obydwie przedstawione wersje jezykowe angielska i polska nie sg rownowazne

tresciowo, dlaczego? W wersji polskiej linia 11 od géry, cytat ,,zostata wyizolowana
z zaledwie kilku szczepdw cyjanobakterii pochodzacych z tropikalnych Zrodet”, w
wersji angielskiej jest .,in the tropical climate™.
Trzy linie nizej, cytat ,,Morze Baltyckie charakteryzuje si¢ unikalnymi warunkami
ekologicznymi spowodowanymi ograniczona wymiang wody z Wszechoceanem.
Morze Baltyckie jest zaliczane do Oceanu Atlantyckiego nalezy wigc do
Wszechoceanu.

(II) Strona 15 linia 7 i 8; wsréd wymienionych klas zwiazkéw pominigto bliskie mojemu
sercu toksyny sinicowe, podczas gdy w oryginalnych zataczonych publikacjach
wystepuja. Wsrdéd wymienianych sa ..laktany” winno by¢ ., laktony”. Strona 20 linie
28, 29 w wersji polskiej jest . Nodularia spumigena”, a w wersji angielskiej i
publikacji numer 3 ,,Nodularia sp.”. Strona 20 linia 33; strona 21 linia 4 i 8 cytacja
dotyczaca wynikéw wskazujaca na prace numer 5 jest bledna, poniewaz
opublikowano je w pracy numer 3. Strona 21 linia 19 jest ,,29 min” — w publikacji
jest ,,28 min”.

Strona 19 linia 8 od dotu, cytat ,jest charakterystyczna dla linii komodrek raka piersi
MCEF-7 czy tez uniwersalne dla komoérek nowotworowych, zbadatam....... na
zywotnos¢ komorek nowotworu szyjki macicy HeLa”. To nie wyjasnia jeszcze ich
uniwersalnosci?

W zalaczonej publikacji | zauwazono literowki, strona 7 jest ,,Pseudoanabaena
(2x)”, winno by¢ Pseudanabaena. W zataczonych chromatogramach Fig.3S

cyjanopeptolina o m/z 1090 nie wystgpuje.

Podane przyvktadowo wskazane niedociagniecia lub nieporadnosci j¢zykowe nie
wplywaja na moja bardzo wysoka oceng recenzowanej rozprawy doktorskiej Pani mgr
Agnieszki Felczykowskiej. Oceniajac przedstawione osiagniecie pragne podkresli¢ bardzo
wysoka range czasopism, w ktérych zostal wydany drukiem cykl publikacji. Spelnia ono
wymogi okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki wraz z pozniejszymi
zmianami.
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Podsumowanie. Wniosek koncowy.

Oceniajac calosciowo zaprezentowane w pracy doktorskiej niezwykle wartosciowe,
rozbudowane wyniki, wymagajace pracowitosci, opanowania trudnych metod badawczych,
znakomitego rozeznania w literaturze zwiazanej z podjeta tematyka badawcza oraz dojrzatosc
w formutowaniu na ich podstawie wnioskow i hipotez uwazam, ze Kandydatka w petni
zastuguje na przyznanie Jej stopnia naukowego doktora.

Uwzgledniajac potencjalne mozliwosci przysztych zastosowan efektow tego kierunku
poszukiwan badawczych oraz warto$¢ recenzowanego osiggnigcia naukowego, wnosz¢ do
Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki
Felczykowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Rownoczesnie proszg o

przyznanie wyroznienia za rozprawe doktorska.
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