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Cyanobakterie, bedace szeroko zréznicowanag grupa prokariotycznych organizmow
fotosyntetycznych, odgrywaja kluczowa role w ekosystemach, a jednoczesnie stanowia
przedmiot intensywnych badan zaré6wno w naukach podstawowych, jak i stosowanych.
Ich zdolno$¢ do syntetyzowania szerokiego wachlarza metabolitow wtérnych pozwala
im przystosowaé si¢ do roznych streséw $rodowiskowych. Substancje te maja wysoka
warto$¢ bioaktywng i znajdujg zastosowanie w licznych dziedzinach, w tym w badaniach
farmaceutycznych i biotechnologii.

Pomimo trzech dekad intensywnych badan nad genomami cyjanobakterii, wcigz istnieje
duza liczba genéw i matych RNA (sRNA), ktérych funkcje pozostaja nieznane. Dodatkowo,
wiele gendw przypisanych na podstawie analogii sekwencji z modelami takimi
jak Escherichia coli moze pelni¢ inne role w cyjanobakteriach, co stanowi wyzwanie
dla poréwnawczej genomiki oraz modelowania metabolicznego. Zlozonoéé genomow
cyjanobakterii, w tym wielogenowych rodzin o stabo poznanych funkcjach, wymaga
dalszych badan w celu pelniejszego zrozumienia ich biochemicznego potencjatu.

Proces tworzenia modeli genomowych na duza skale (GSM) jest wieloetapowy i zalezy od
weryfikacji i aktualizacji na podstawie dostgpnych danych eksperymentalnych, takich jak
pomiary strumieni metabolicznych i pozioméw metabolitow. Niestety, wiele z tych modeli
opiera si¢ na przewidywaniach funkcji genéw poprzez analogie sekwencyjna z innymi
organizmami modelowymi, co moze prowadzi¢ do btednych interpretacji w przypadku
cyjanobakterii. Co wigcej, biatka w tych organizmach moga petni¢ wiecej niz jedna funkcje,
co dodatkowo komplikuje badania.
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Celem recenzowanej pracy doktorskiej byto nie tylko zsekwencjonowanie genoméw
wybranych szczepéw sinic, ale takze szczegblowa analiza genéw kodujacych enzymy
kluczowe dla produkcji biologicznie aktywnych metabolitéw. Autor zastosowal nowatorskie
podejscie do genomiki, probujac przewidzie¢ zdolnosci sinic do syntezy zwiazkéw
przeciwwirusowych i przeciwnowotworowych. Wyniki tych badan moga znaczaco
przyczyni¢ si¢ do zrozumienia biosyntezy w sinicach oraz otworzyé nowe mozliwosci
w kontekscie ich biotechnologicznego wykorzystania.

Wobec powyzszego uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
mgr. Michata Grabskiego podejmuje wazng i aktualng problematyke badawcza, a wyniki
dotyczace analizy genoméw battyckich cyjanobakterii Nostoc edaphicum (szczep
CCNP1411) i Pseudanabaena galeata (szczep CCNP1313) oraz ich zdolnosci do biosyntezy
biologicznie aktywnych metabolitow sa bardzo wartosciowe zaréwno pod wzgledem
poznawczym, jak i aplikacyjnym i moga stanowi¢ wazny punkt wyjscia do dalszych analiz.

Mam jedynie uwage dotyczaca sformulowania tytulu rozprawy doktorskiej.
Co prawda cel opisany w streszezeniu odpowiada tytulowi pracy, jednak w mojej opinii
jest zbyt ogdlny. Uwazam, ze wskazanie w tytule, ze badanie skupione byto na peptydach
nierybosomalnych w sinicach z rodzaju Nosfoc, ktére s3 szeroko rozpowszechnione
we wszystkich rodzajach siedlisk i czgsto wytwarzaja bioaktywne peptydy o unikalnych
modyfikacjach w strukturze oraz z rodzaju Pseudanabaena, ktére sa zrédlem metabolitow
o silnej aktywnosci, znacznie lepiej oddawatoby gléwne tresci zamieszczone w ocenianej
rozprawie. Tym bardziej, ze w literaturze $wiatowej niewiele jest prac z tego zakresu.

Rozprawe doktorskg stanowi zbi6r trzech oryginalnych, powiazanych tematycznie
artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych o lacznym wspélezynniku
oddziatywania IF 9,0 (wg roku wydania publikacji 13,832) i liczbie punktéw ministerial-
nych 160 (wg roku wydania publikacji 280). W jednej pracy Doktorant jest pierwszym
autorem, w dwoch pozostatych Jego nazwisko jest na drugim miejscu.

Do wykazu publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej Autor dotaczyl
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, w ktérym wprowadza w problematyke
badawczg, przedstawia jasno sprecyzowany cel pracy oraz syntetycznie opisuje tematyke
1 wyniki otrzymane w kolejnych pracach. Do artykutéw dolaczone sg o$wiadczenia
wspotautorow. Wkiad autorski Doktoranta w powstanie publikacji nie budzi watpliwosci.
Uktad przedfozonej do recenzji rozprawy nie budzi zastrzezeni pod wzgledem formalnym.

Publikacje wchodzace w skiad rozprawy:
1. Fidor A., Grabski M., Gawor J., Gromadka R., Wegrzyn G., Mazur-Marzec H. (2020).
Nostoc edaphicum CCNP1411 from the Baltic Sea - A new producer of nostocyclopep-
tides. Marine Drugs, 18: 442.
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2. Konkel R., Grabski M., Ceglowska M., Wieczerzak E., Wegrzyn G., Mazur-Marzec,
H. (2022). Anabaenopeptins from Nostoc edaphicum CCNP1411. International Journal
of Environmental Research and Public Health, 19: 12346.

3. Grabski M., Gawor J., Ceglowska M., Gromadka R., Mazur-Marzec H., Wegrzyn, G.
(2024). Genome mining of Pseudanabaena galeata CCNP1313 indicates a new scope
in the search for antiproliferative and antiviral agents. Microorganisms, 12: 1628.

Pierwsza publikacja opisuje szczegétowe badania genomu szczepu Nostoc edaphicum
CCNP1411, ktére dostarczaja cennych informacji na temat biosyntezy peptydow
nicrybosomalnych (NRPS) w sinicach. Kompletny genom tego szczepu zostat zsekwencjo-
nowany de novo, zidentyfikowano takze klaster gendéw odpowiedzialnych za biosynteze
nostocyklopeptydéw oraz przeprowadzono ich charakterystyke in silico.

Dodatkowo, analiza struktury produktéw genéw ncp doprowadzita do odkrycia nowych
analogéw nostocyklopeptydow, z niewielkimi modyfikacjami strukturalnymi, gtéwnie
w postaci liniowych aldehydéow peptydowych. To odkrycie jest interesujace, poniewaz
sugeruje, ze proces cyklizacji tych zwigzkéw moze zachodzié znacznie wolniej niz
wczesniej sadzono. Publikacja dostarcza zatem nowych informacji na temat réznorodnosci
biochemicznej N. edaphicum oraz wskazuje na potencjalne kierunki przysztych badaf
w zakresie biosyntezy zwigzkéw bioaktywnych w sinicach.
Waznym wynikiem w pracy jest przewidywanie specyficznosci substratowej na podstawie
kodu specyficznosci adenylacji, co potwierdzono analizami LC-MS/MS. Wyniki
te podkreslaja ogromny potencjal biosyntezy peptydéw nierybosomalnych w szczepie
N. edaphicum CCNP1411, co ma wazne implikacje dla przysztych badan nad bioaktywnymi
metabolitami.

Wyniki badan dostarczyly nowych informacji na temat mechanizméw biosyntezy
Neps oraz ich potencjalnej roli jako inhibitorow transporteréw organicznych anionéw,
co moze mie¢ znaczenie w dalszych badaniach nad terapiami przeciwnowotworowymi.
Podsumowujac, praca ta dostarcza cennych informacji na temat biosyntezy metabolitow
wtornych przez cyjanobaktetie. Jest to przykiad rzetelnie przeprowadzonych badan z duzym
potencjatem aplikacyjnym w biotechnologii i farmakologii.

W kolejnej pracy Autor przeprowadzil doktadng analize regionu genomu N. eda-
phicum CCNP1411, ktéry prawdopodobnic zawiera geny odpowiedzialne za produkcje
anabenopeptyn. Gléwnym celem badan bylo zbadanie produkcji anabenopeptyn przez ten
szczep, z zastosowaniem metod genetycznych oraz chemicznych.

Autor zidentyfikowat gléwna strukture klastra genéw, ktéra obejmuje cztery kluczowe geny:
aptA, aptB, aptC i aptD kodujace biatka z domenami adenylacji, kluczowymi dla aktywacji
aminokwaséw w procesie syntezy peptydow.
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W pracy zastosowano réznorodne metody analizy, takie jak chromatografia cieczowa,
spektrometria masowa (LC-MS/MS) oraz spektroskopia NMR, co pozwolito na szczegoto-
we charakterystyki chemiczne zwigzkéw. Dodatkowo, w kontekscie aktywnosci biologicz-
nej, badania wykazaly, ze anabenopeptyny hamujg dzialanie kluczowych enzymow
metabolicznych, co podkresla ich potencjat w zastosowaniach terapeutycznych.

Wyniki analizy genomowej oraz dane uzyskane z analiz LC-MS/MS byly spdjne
i potwierdzily specyficzno$¢ aminokwasow aktywowanych przez poszczegdlne domeny
adenylacji. Konfiguracja D oraz metylacja w pozycji drugiej i piatej anabenopeptyn byla
zgodna z oczekiwaniami na podstawie analiz genomicznych.

Praca ta wskazuje na bardzo dobra znajomo$¢ narzedzi genomicznych oraz technik
analitycznych, a takze prezentuje wyniki o duzym znaczeniu dla dalszego rozwoju badan
nad biosynteza peptydéw nierybosomalnych w sinicach. Szczegélowa analiza genow
odpowicdzialnych za synteze anabenopeptyn w szczepie N. edaphicum CCNP1411 stanowi
cenny wklad w zrozumienie mechanizméw biosyntezy tych zwigzkow oraz ich potencjalne
zastosowania biotechnologiczne.

W trzeciej publikacji, dotyczacej genomu Pseudanabaena galeata CCNP1313 ba-
dano potencjat antyproliferacyjny i przeciwwirusowy tego szczepu, ktory wykazuje
obiecujace wiasciwosci jako zZrodlo zwigzkéw bioaktywnych. Szczegdlng uwage
poswigcono jego zlozonej strukturze oraz potencjalnym zastosowaniom w dziedzinie
farmakologii.

Odkrycia dotyczace regionu kodujacego syntaze PKS/NRPS podkreslaja potencjat tych
systemoOw enzymatycznych w produkcji zwiazkoéw o aktywnosci biologicznej, co moze by¢
istotne w kontekscie poszukiwan nowych srodkéw antyproliferacyjnych i przeciwwiruso-
wych. Ponadto badania nad klastrami genéw syntazy poliketydowej (PKS) ujawniajg
ich powigzania z innymi enzymami, co moze wskazywaé na szerszy potencjal biosyntetycz-
ny P. galeata. Calo$¢ wynikéw sugeruje, ze badany szczep ma znaczny potencjal
do produkeji zwigzkéw bioaktywnych, co otwiera nowe kierunki w eksploracji naturalnych
zrédet lekow i substancji o dziataniu przeciwnowotworowym oraz przeciwwirusowym.
Badania P. galeata CCNP1313 sa znaczace w kontekscie odkrywania nowych substancji
0 dzialaniu przeciwnowotworowym i przeciwwirusowym, co wpisuje si¢ w rosnace
zainteresowanie naturalnymi zrodtami lekéw. Publikacja podkresla znaczenie zastosowania
nowoczesnych metod molekularnych i bioinformatycznych w odkrywaniu potencjalnych
metabolitow oraz ich potencjalnego zastosowania w biotechnologii i farmakologii.
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Podsumowujac, praca ta otwiera nowe mozliwosci badawcze zwigzane z cyjanobak-
teriami i ich metabolitami, co moze przyczyni¢ sie do rozwoju innowacyjnych strategii
w poszukiwaniu lekéw przeciwko nowotworom i wirusom.

Whiosek koncowy

Po recenzji rozprawy doktorskiej, moge stwierdzi¢, ze Pan mgr Michal Grabski
przedstawit bardzo ciekawy i jednoczesnie trudny temat. Ambitny cel zostal osiagniety
z zastosowaniem nowoczesnych metod badawczych, a Autor wykorzystat swoja wiedze, aby
doktadnie przeanalizowaé¢ dane. Praca Pana mgr. Michata Grabskiego stanowi oryginalne
rozwigzanie istotnego problemu naukowego i wnosi cenny wklad w rozwdj nauk
biologicznych.

Podsumowujgc oceng stwierdzam, Zze praca doktorska mgr. Michata Grabskiego speinia
warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 Nr 65 poz. 595 z pozn.
zm.) w zw. z art. 179. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. - Przepisy wprowadzajace Ustawe
Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. z 2018 r., poz. 1669 z podzn. zm.)
1 wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszcze-
nie mgr. Michata Grabskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Do, g

/Lidia Skuza/



