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Cyjanobakterie (sinice) to wszechobecna grupa mikroorganizméw zamieszKujaca
roznorodne $rodowiska. Od wod morskich, stonawych i stodkich, po siedliska ladowe,
organizmy te rozwijajg si¢ w licznych biomach, wszystko dzigki ich ogromnym zdolno$ciom
adaptacyjnym. Wigzanie azotu atmosferycznego i zdolno$¢ do przeprowadzania fotosyntezy w
zbiornikach wodnych to tylko kilka z wielu cech umozliwiajgcych tym tlenowym foto-
autotrofom rozw6j w warunkach niskiego poziomu sktadnikow odzywczych. Odpornos¢ sinic
prowadzi do zjawisk bardzo szybkiego ich namnazania si¢, co powoduje tworzenie tzw.
zakwitéw, zmieniajacych sklad mikroorganizmow w obrgbie zajmowanego basenu.
Stymulowana eutrofizacja i globalnym ociepleniem dominacja tych Gram-ujemnych
prokariotow w wodach powierzchniowych jest czeSciowo zalezna od produkcji metabolitow
wtornych. Zwiazki te, posredniczac w interakcjach biotycznych i abiotycznych, nie tylko
powoduja zaburzenia w skladzie mikroorganizméw, ale takze powoduja szkodliwe skutki
zaréwno dla organizmow wyzszych, jak i1 nizszych [Dittmann i in., 2012; Paerl i Otten 2013;
Wang i in., 2021]. Wiasciwosci te wzbudzaja zainteresowanie naukowcow, ktorzy poszukuja
niewykorzystanych dotad zasobow substancji czynnych ukrytych w komérkach sinic.

Szerokie spektrum wlasciwosci, w tym aktywno$¢ przeciwnowotworowa,
przeciwdrobnoustrojowa lub przeciwwirusowa, koreluje ze strukturalng roznorodnoscia
zwigzkow pochodzacych z sinic. Metabolity wtorne zawieraja wiele roznych grup czasteczek,
sposrdd ktorych najbardziej znaczace sg peptydy syntetyzowane bez udzialu rybosomoéw
[Calteau 1 in., 2014]. Te zwigzki sa wytwarzane przez modulowe enzymy, ktore tworza
struktury produktow zalezne od zawartych w enzymach domen, dodajac poszczegodlne
aminokwasy do powstajacej czasteczki. Syntetazy peptydow nierybosomalnych (NRPS) i
syntetazy poliketydow (PKS) katalizujg biosynteze czasteczek z aminokwasow lub
prekursoréw acylo-CoA, wytwarzajac odpowiednio peptydy 1 poliketydy [Walsh., 2004].
NRPS tworza raczej produkty o malych czasteczkach, ze wzgledu na specyficzne procesy
syntezy, w ktorych kazdy modut, zbudowany z kilku domen, aktywuje i wiagze jeden konkretny
aminokwas z powstajacym peptydem. Minimalny modut, ktory aktywuje i przenosi substrat do
powstajacego produktu peptydowego, sklada si¢ z domen adenylacji (A) 1 tiolacji (PCP).
Wydhuzenie tancucha peptydu nastepuje poprzez tworzenie wigzan miedzy dwoma tioestrami
acylowymi, katalizowane przez domeng¢ kondensacji (C). Sekwencyjne dziatania wyzej
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enzymu modulowego, gdzie domena tioesterazy (TE) uwalnia tancuch albo przez hydrolize,
albo cyklizacj¢ [Marahiel i in., 1997]. Peptydy o wyzszych masach czasteczkowych sa
kodowane w genomie i podlegaja syntezie rybosomalnej i modyfikacjom potranslacyjnym
(RiPP). Geny prekursorowe kodujgce t¢ klase peptydow skladajg si¢ z regionow
determinujacych N-koncowg sekwencje liderowa, ktora wigze si¢ z enzymami potranslacyjnie
modyfikujagcymi peptydy w celu zmiany peptydu rdzeniowego na koncu C, ktory po
przetworzeniu staje si¢ dojrzatym zwigzkiem [Oman i van der Donk., 2010].

Strukturalna ztozonos¢ poliketydow, zwigzana z roznorodnos$cia funkcjonalng, rdzni si¢
w zaleznosci od typu czasteczki tworzacej syntetaze, klasyfikowanej ze wzgledu na organizacj¢
strukturalng. Podobnie jak w enzymach NRPS, domeny PKS moga by¢ zorganizowane w
sposob sekwencyjny, przesuwajac produkty miedzy liniowym uktadem domen (typ I) lub moga
wystepowac samodzielnie z minimalnym funkcjonalnym uktadem domen, sktadajacym sie z
ketosyntetazy (KS), acylotransferazy (AT) i biatka nosnikowego acylu (ACP) (typ Il i IlI).
Jednak podczas gdy typ III katalizuje iteracyjng kondensacje w obrebie jednego enzymu, typ 11
dziata podobnie jak syntetaza typu I, przesuwajac powstajacy produkt migdzy modutami, ktére
znajduja si¢ w kilku enzymach. Ze wzgledu na t¢ sama liniowg organizacj¢, domeny PKS moga
tworzy¢ hybrydowe enzymy z domenami NRPS, zwigkszajac réznorodnos¢ strukturalng
tworzonych zwigzkow, poprzez wlaczenie zarowno jednostek acylowych, jak i
aminoacylowych [Miyanaga i in., 2018].

W latach 2012-2022 rozwigzano struktury okoto 520 zwigzkoéw chemicznych
pochodzacych z sinic, co pokazuje, ze sinice sg obfitym Zrdédlem biologicznie aktywnych
produktéw naturalnych [He 1 in., 2024]. Podejscia do eksploracji genomu okazatly si¢ jednak
zawodne, ujawniajgc istnienie metabolitow wtornych, podczas gdy identyfikowano geny
nieulegajace ekspresji lub obserwowano niewystarczajaca wydajno$¢ produkcji danego
zwigzku chemicznego z powodu powolnego wzrostu sinic [Kehriin., 2011; Calteauiin., 2014].
Sekwencjonowanie genomow moze jednak pozwoli¢ ustali¢, czy badane czynniki sa
produktami rozpadu metabolizmu komoérkowego, czy tez docelowo wytwarzanymi zwigzkami
o fizjologicznej roli w organizmie.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo okreslenie i analiza kompletnych sekwencji
DNA genomoéw wybranych szczepow sinic, ze szczegdlnym uwzglednieniem gendéw
kodujacych enzymy zaangazowane w produkcje biologicznie aktywnych metabolitow.
Przetestowano réwniez nowatorskie podejscie do wykorzystania analizy genomu w celu
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Kompletny genom szczepu Nostoc edaphicum CCNP1411 zostat zsekwencjonowany i
ztozony de novo, ujawniajgc kolisty chromosom o 7 733 505 parach zasad (bp) i pi¢¢ kolistych
plazmidow, co dato calkowity rozmiar genomu 8 316 316 bp [Artykul nr 1]. Genom
przeszukano pod katem klastréw gendéw syntazy peptydow nierybosomalnych (NRPS),
ujawniajac cztery regiony w obrebie chromosomu, kodujace biatka przypominajace
architektur¢ domeny NRPS. Sekwencje kodujace znalezione w badanym genomie wykazaty
podobienstwa do znanych klastrow gendéw biosyntezy peptydow, przypuszczalnie
odpowiedzialnych za syntez¢ nostocyklopeptydoéw, cyjanopeptolin i anabaenopeptyn. Ilosci
nostocyklopeptydow zostaty okreslone w surowym ekstrakcie N. edaphicum CCNP1411, co
réwniez przyczynito si¢ do wyjasnienia struktury klastra gendéw nostocyklopeptydow,
ujawniajac dziewie¢ otwartych ramek odczytu (ORF), utozonych podobnie do znanego systemu
nostocyklopeptydow NRPS rozwigzanego przez Beckera i in. (2004). Dwa geny, ncpA i ncpB,
kodujg biatka z powtarzalnymi modutami, ktore katalizujg syntezg peptyddéw, obejmujac
domeny kondensacji (C), adenylacji (A) i biatka no$nikowego peptydylu (PCP). Gen ncpA (11
334 pb) koduje trzy moduty, podczas gdy majacy 14 157 bp gen ncpB koduje cztery moduty,
gdzie domena C-koncowa obejmuje aktywno$¢ oksydoreduktazy, uwalniajac peptyd z
syntetazy. Specyficzno$¢ substratowa domen adenylacji przewidywano przy uzyciu kodu
nadajacego specyficznos¢, zaproponowanego przez Challis i Townsend (2000) oraz
Stachelhaus i in. (1999), identyfikujac substraty aminokwasowe, ktorych sekwencja okazata si¢
zgodna ze strukturami wykrytymi przez analizy LC-MS/MS. Analiza genomu N. edaphicum
CCNP1411 podkreslita potencjal tego szczepu do wytwarzania réznych peptydow nie-
rybosomalnych.

Region genomu N. edaphicum CCNP1411 przypuszczalnie zawierajacy geny zwigzane
z produkcja anabenopeptyn zostal poddany dalszym badaniom [Artykul nr 2]. Gléwna
struktura tego klastra genow znajduje si¢ miedzy pozycjami 2 265 881 bp i 2 288 626 bp na
chromosomie, obejmujac cztery geny: aptA, aptB, aptC i aptD. Stwierdzitem, ze geny te koduja
biatka zawierajgce domeny adenylacji, zaangazowane w aktywacj¢ aminokwasow do syntezy
peptydow. Gen aptA koduje biatko z dwoma modutami, z dodatkowg domeng epimeryzacji (E)
na swoim C-koncu, odpowiedzialng za zmiang stereochemii adenylowanego aminokwasu. Gen
aptB koduje biatko z jednym modutem, podczas gdy aptC koduje dwa moduty z domeng
metylotransferazy (M) znajdujaca si¢ miedzy domenami A 1 PCP drugiego, kodowanego przez
aptC fragmentu. Gen aptD, oprocz kodowania standardowych domen biatkowych C, A i PCP,
koduje rowniez domeng tioesterazy na C-koncu biatka, wymagana do uwolnienia powstajacego
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adenylacji produktow wyzej wymienionych genoéw, konfiguracja D i metylacja w drugiej i
piatej pozycji anabaenopeptyny byly zgodne z wynikami analiz uzyskanymi zaréwno przy
uzyciu metod LC-MS/MS, jak i genomicznych.

Podczas poszukiwan nowych lekow pochodzacych z sinic, Pseudanabaena galeata
CCNP1313 wykazata silng aktywno$¢ ekstraktow 1 frakcji przeciwko komorkom
nowotworowym i wirusom. Jednak nie okre§lono zadnych substancji czynnych [Ceglowska M
iin., 2022]. Dlatego w tej pracy zastosowano podejscie ,,oddolne” w celu zbadania potencjatu
tego szczepu [Artykul nr 3]. Okreslono sekwencje genomu Pseudanabaena galeata
CCNP1313. Sktada si¢ ona z szesciu replikonéw, w tym kolistego chromosomu (4 928 719 bp)
i pigciu kolistych megaplazmidow, o catkowitej wielkosci genomu 5 842 326 bp. Chociaz
wczesniejsze badania wigzaly aktywnos¢ biologiczng P. galeata CCNP1313 z peptydami, nie
znaleziono rejondw w genomie kodujacych w peini funkcjonalne systemy NRPS, ktore
podtrzymywalyby produkcje peptydow o sugerowanych dlugosciach. Dwa regiony w
chromosomie, kodujagce domeny adenylacji, znajdujace si¢ w dwoch oddzielnych loci,
prawdopodobnie nie odpowiadaja za produkcje peptydow, poniewaz domniemane reakcje
kondensacji przeprowadzane przez syntetazy wykorzystuja w syntezie produktu inne czasteczki
oprécz aminokwasow. Nietypowa reszta (seryna zamiast ewolucyjnie konserwowanego kwasu
asparaginowego) w kieszeni wigzacej, kodowana przez gen pierwszego modutu syntazy
peptydow nierybosomalnych (pozycja chromosomu 842 738 — 848 680 bp), moze wigza¢ kwas
hydroksylowy/karboksylowy zamiast aminokwasu, zatem domniemany produkt moze nie
zosta¢ okreslony w ten sposob. Drugi klaster genow (pozycja chromosomu 1 530 477 — 1 548
363 bp) koduje mieszany hybrydowy system PKS/NRPS, prawdopodobnie produkujacy
hybrydy poliketydowo-aminokwasowe.

Odkryto rowniez domniemany gen syntetazy lantipeptydowej, zlokalizowany w obrgbie
plazmidu (pPg_03 pozycja 9308 pb-12 523 bp), wraz z genem peptydu prekursorowego i
genami powigzanymi z mechanizmem wydzielniczym, co sugeruje potencjalng produkcje
rybosomalnie syntetyzowanych 1 potranslacyjnie modyfikowanych peptydow (RiPP). Jednak
brak reszt cysteiny w peptydzie prekursorowym wskazywat, ze moze on nie tworzy¢ lantioniny.
Potencjalnie identyfikuje to nowa klas¢ RiPP, znanych jako cyjanotyny. Wszystkie szlaki
syntezy metabolitow wtornych, odkryte na podstawie analizy genomu P. galeata CCNP1313,
obejmowaty bialka, ktére wczesniej nie byly adnotowane.

Podsumowujac, analizy genomiczne szczepow sinic, przedstawione w tej rozprawie
doktorskiej, wskazaty na charakterystyczne cechy genéw kodujacych enzymy zaangazowane

w syntezg¢ zwiazkow biologicznie czynnych. Podejscie do eksploracji genomu, opracowane w



tej pracy, wskazalo nowy sposob poszukiwania zwigzkow o aktywnosciach

antyproliferacyjnych i przeciwwirusowych.
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