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Ocena
pracy doktorskiej mgr Anny Fidor
Peptides produced by the Baltic cyanobacterium Nostoc edaphicum CCNP1411 — structure and
biological activity
Peptydy produkowane przez battyckg cyjanobakterie Nostoc edaphicum CCNP1411 — struktura i
aktywnos¢ biologiczna

Przedstawiona do recenzji praca doktorska dotyczy zagadnien zwigzanych z analizg nowych
metabolitéw wtérnych produkowanych przez cyjanobakterie oraz mozliwoscig ich wykorzystania
w medycynie. Prace badawcze wykonywane byly pod kierunkiem promotor prof. dr hab. Hanny-
Mazur-Marzec w Zaktadzie Biotechnologii Morza Uniwersytetu Gdanskiego. Podstawg pracy
doktorskiej sg 4 prace naukowe opublikowane w uznanych czasopismach naukowych w latach
2018-2021, z czego jedna ma charakter przegladowy, a trzy pozostate to prace oryginalne. Trzy
prace opublikowano w Marine Drugs (aktualny IF = 6.085), a jedng w Biomolecules (IF = 6.064).
W trzech z wymienionych publikacji Pani Fidor jest pierwszym autorem, a w jednej wystepuje
jako drugi autor. Doktorantka petnita we wszystkich publikacjach kluczowg role zaréwno w
aspekcie planowania i wykonywania eksperymentéw, jak tez analizy danych i przygotowania
manuskryptow. Na podstawie tych publikacji przygotowane zostato (w jezyku angielskim, ze
streszczeniem w jezyku polskim) podsumowujgce opracowanie o dtugosci kilkunastu stron.

Ocena merytoryczna:

Badania bedace podstawg pracy doktorskiej koncentrowaty sie na dwéch grupach metabolitéw
wtornych (nostocyklopeptydy — Ncps oraz cyjanopeptoliny — Cps) gatunku Nostoc edaphicum
CCNP1411 wyizolowanego z Zatoki Gdanskiej. Nalezatoby wyrézni¢ kilka kluczowych etapow
prowadzonych prac eksperymentalnych:

a) detekcja peptydowych metabolitow wtdrnych z grupy Ncps oraz Cps

b) opis genomu Nostoc edaphicum CCNP1411 oraz szczegdtowa charakterystyka klastra genéw
odpowiedzialnych za synteze Ncps

c) precyzyjne zdefiniowanie struktury Ncps oraz Cps produkowanych przez badany szczep, w
tym nowych wariantow tych pochodnych

d) izolacja oczyszczonych metabolitow

e) testy aktywnosci metabolitbw wobec enzymoéw proteolitycznych oraz ludzkiego proteasomu,
ze wskazaniem, ktére fragmenty struktury metabolitbw moga by¢ kluczowe w tej biologicznej
aktywnosci.

Taki przebieg prac badawczych (poczynajac od identyfikacji nowych pochodnych az po wstepng
charakterystyke ich potencjatu farmakologicznego) wskazuje na bardzo systematyczny i dobrze
zaplanowany, szeroko zakrojony plan badan oraz na doktadng realizacje postawionych celéw. W
pracach tych nalezy wyrézni¢ bynajmniej nietrywialne etapy polegajgce na opracowaniu
metodyki rozdziatu i identyfikacji nowych metabolitéw, a takze ich oczyszczaniu. Szczegdlnie
warte podkre$lenia sg badania zmierzajgce do opisania struktury wyizolowanych zwigzkéw, co
wymagato zaréwno duzego doswiadczenia metodycznego, jak tez zmudnej i starannej analizy
uzyskanych danych ze spektrometrii mas. Jak wynika z opisu udzialu poszczegdinych autorow w
powstawaniu kolejnych prac, analiza NMR zostata wykonana przez innych wspoétautoréw, ale
mozna zaktadac¢, ze Pani Fidor rozumie tg metode i potrafi interpretowac uzyskane dane. O
jakosci prowadzonych analiz moze $wiadczyé¢ fakt, jak duzo nowych zwigzkéw zostato
opisanych i scharakteryzowanych pod wzgledem struktury (w pracy nr 2 na 13
zidentyfikowanych CPs az 12 okazato sie by¢ nowymi, nieopisanymi wczes$niej wariantami, w
pracy nr 3 —na 10 Ncps 6 to nowo opisane zwigzki). W publikacjach 2 oraz 3, zaréwno w
gtéwnych manuskryptach jak tez w suplementach zostaty przedstawione bardzo szczegdtowe
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dane (m.in. w postaci widm masowych i obrazowania NMR, rysunkéw struktur oraz tabel z
jonami fragmentacyjnymi), ktore stanowig bogate i obszerne opracowanie wykonanych analiz.

Recenzja kolejnych publikacji:

Publikacja 1

Jest to praca przegladowa, w ktérej w usystematyzowany sposob zawarte zostaty szczegotowe
informacje dotyczgce metabolitow wtdrnych syntetyzowanych przez rodzaj Nostoc, ze
szczegollnym uwzglednieniem tych metabolitéw, ktére (wg dotychczasowej wiedzy) sg
produkowane jedynie przez szczepy nalezgce do tego rodzaju cyjanobaterii. Po krotkim
wprowadzeniu, w rozdziale 2 zostata przedstawiona schematyczna charakterystyka budowy i
szlakéw syntezy peptydow nierybosomalnych (Non-Ribosomal Peptides - NRPs) oraz
poliketydow (Polyketides - PKs). W kolejnych rozdziatach (2-4) opisane sg wystepowanie,
struktura, oddziatywanie na organizmy/komérki/tkanki i mozliwe zastosowanie medyczne
kolejnych grup zwigzkéw produkowanych przez Nostoc. Caty artykut, opatrzony rysunkami
przyktadowych struktur oraz (w suplemencie) tabelg z wszystkimi znanymi peptydami
produkowanymi przez Nostoc wymagat tytanicznej pracy nad obszerng literaturg (122 cytowane
prace), aby mozliwie catosciowo zaprezentowac ten temat. Publikacja pochodzaca z konca 2019
roku ma jak dotychczas (lipiec 2022) 19 cytacji, co wskazuje na spore zainteresowanie tematem
oraz przydatnos$c tej pracy przeglgdowej dla innych naukowcéw zajmujgcych sie metabolitami
wtornymi cyjanobakterii. Taki bardzo szeroki przeglad literatury byt takze zapewne kluczowy dla
Doktorantki w planowaniu i przebiegu prac eksperymentalnych przedstawionych w kolejnych
publikacjach. Jedyne zastrzezenie to krétka i zbyt ogolnikowa konkluzja pracy. Bazujgc na
posiadanej wiedzy nt metabolitéw produkowanych przez Nostoc mozna bytoby pokusi¢ sie o
bardziej rozbudowane wnioski czy spostrzezenia, dotyczgce np. ograniczen w identyfikacji czy
analizie aktywnosci biologicznej poszczegdlnych metabolitow, perspektyw aplikacyjnych itp.

Publikacja 2

W niniejszej pracy wykonano identyfikacje wariantéw cyjanopeptolin produkowanych przez
Nostoc edaphicum CCNP1411, opisujgc strukture 13 wariantéw (z czego 12 wariantéw Cps po
raz pierwszy zidentyfikowanych) oraz przeprowadzono analize aktywnosci kilku oczyszczonych
metabolitéw wobec proteaz serynowych i fosfatazy PP1, a takze wobec linii komdrek
nowotworowych MCF-7.

Deklarowany wktad Doktorantki w powstanie tej publikacji jest znaczacy, Pani Fidor brata udziat
w analizach LC-MS/MS, interpretacji danych ze spektrometrii mas, wykonywata testy inhibicji
enzymatycznej i uczestniczyta w przygotowaniu manuskryptu.

Opis wynikéw w sekcji 2.1. zawiera bardzo staranne i precyzyjne wyjasnienie danych
spektrometrii mas, ktére umozliwity zaproponowanie struktur nowych CPs. W sekgciji 2.2 te dane
zostaly zweryfikowane metodg NMR dla dwdch wariantow: CP962 and CP985. W sekc;ji 2.3
opisano analize aktywnosci CPs wobec wybranych enzyméw, ktéra dostarczyta ciekawych
spostrzezen co do roli poszczegolnych elementéw struktury Cps w inhibicji enzymatycznej.
Szczegdlinie istotne wydaje sie wykazanie, ze jedynie te warianty CPs, ktére posiadajg Arg w
pozycji 2 wykazywaty hamowanie aktywnosci trypsyny. W dyskusiji fakt ten zostat nieco szerzej
omowiony poprzez poréwnanie z innymi pracami opisujgcymi relacje miedzy struktura, a
aktywno$cia. Jednakze, o ile szersza dyskusja w manuskrypcie by¢ moze nie byta mozliwa,
warto bytoby sie pokusi¢ o nieco szerszy kontekst w podsumowujgcym opracowaniu (rozprawie).
Wyniki az sie prosza o postawienie hipotezy, dlaczego akurat aminokwas w pozycji 2 moze byc¢
kluczowy w aktywnosci wobec badanych enzymoéw. Czy chodzi tu o strukturalne dopasowanie
(?), a moze o tworzenie silnych oddziatywan (wigzan?) pomiedzy aminokwasem zasadowym lub
hydrofobowym, a aminokwasami w centrum aktywnym odpowiednio trypsyny lub
chymotrypsyny.

Konkluzja (As the new CP variants identified in N. edaphicum CCNP1411 inhibited the activity of
trypsin or chymotrypsin at low concentrations and were inactive against the other tested
enzymes and MCF-7 breast cancer cells, their possible use as therapeutic agents should be
further explored) dotyczgca aktywnosci CPs wobec enzymdw i linii komorkowej powinna byc¢
bardziej precyzyjna, aby nie byto watpliwosci, co wynika z uzyskanych danych. Czytelnik musi
sie domysla¢, ze chodzi o to (jak mniemam), iz z jednej strony metabolity powinny
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hamowadé/regulowac aktywnos¢é enzyméw proteolitycznych, aby byé wykorzystane w zwalczaniu
nowotworéw, a z drugiej strony brak aktywnosci wobec komérek nowotworowych (linia MCF-7)
Swiadczy o braku cytotoksycznosci, a wiec jest pozgdang wiasnoscia.

Uwagi krytyczne:

Na zakonczenie wprowadzenia wzmiankowane zostaty jedynie efekty zrealizowanych badan
(opisanie struktur CPs oraz ich aktywnos¢ biologiczna), natomiast wyraznie brakuje hipotez, a
cele badan s3 zdefiniowane nieprecyzyjnie.

Rys. 1i 2 - podpisy pod rysunkami sg enigmatyczne, skroty COSY, ROESY i HMBC powinny
by¢ szczegdtowo wyjasnione.

Tabela 1 — tytut tabeli jest zbyt ogdInikowy, a tytut kolumny ,Enzyme inhibition” nieprecyzyjny,
moze lepszy bytby ,determined biological activity”.

Konkluzja pracy jest w zasadzie powtdrzeniem abstraktu, brakujr szerszego kontekstu.

Publikacja 3
Deklarowany udziat Doktorantki w powstaniu tej pracy to: realizacja prac eksperymentalnych,

analiza formalna, przygotowanie manuskryptu (wtgczajgc wykonanie opracowan graficznych) i
jego recenzja.

W pracy tej zostaly przedstawione szczegdtowe wyniki analizy genomu N. edaphicum
CCNP1411, ktérego dtugos¢ ustalono na 8,316,316 bps (sumarycznie chromosom oraz
plazmidy). W obrebie genomu zidentyfikowano prawie 7000 gendw, podzielonych na te kodujace
biatka, pseudogeny oraz geny czgsteczek RNA innych niz mRNA. W obrebie chromosomowe;j
nici zidentyfikowano 4 klastry zwigzane z syntezg NRPs, koncentrujgc sie w dalszych analizach
na klastrze przypuszczalnie kodujgcym nostocyklopeptydy (zlokalizowanym miedzy 7,609,981—
7,643,289 bps). W obrebie tego fragmentu chromosomu znaleziono 9 otwartych ramek odczytu,
transkrybowanych w kierunkach reverse (7) i forward (2). Bardziej szczegotowe analizy
umozliwity opisanie klastra oraz poszczegoélnych genéw odpowiedzialnych za synteze Ncps.

W drugiej czesci tej pracy przeprowadzono identyfikacje i charakterystyke strukturalng Ncps
produkowanych przez N. edaphicum CCNP1411; w sumie opisano 10 metabolitéw, z ktorych az
6 to po raz pierwszy zidentyfikowane zwigzki. Ustalenie struktur nowych zwigzkéw wymagato
pracochtonnej i specjalistycznej analizy danych pochodzgcych z widm fragmentacyjnych
zarowno wtasnych jak tez dostepnych w literaturze.

Oprocz analizy strukturalnej wykonano analizy wzglednej zawartosci poszczegolnych Ncps
produkowanych przez badany szczep, biorgc pod uwage zaréwno liniowe jak i cykliczne
warianty tych metabolitow, wykazujac przy okazji, ze cyklizacja Ncp-A1 z resztg Leu na koncu C-
terminalnym zachodzi tatwiej, stad proporcje pomiedzy liniowa, a cykliczng formg moga zaleze¢
od tego elementu struktury Ncp.

Wazny fragment dyskusji to rozwazania nad réoznorodnoscig wariantéw réznych NRPs takich jak
mikrocystyny czy cyjanopeptoliny. W poréwnaniu z tymi grupami metabolitow, zidentyfikowana
zostata bardzo nieliczna grupa nostocyklopeptydéw. W tym miejscu warto bytoby pokusi¢ sie
jednak o oméwienie czynnikéw, ktére mogg mie¢ wptyw na ten fakt. Czy moze to wynikac z
wiekszej konserwatywnosci klastra kodujagcego enzymy syntezy Ncps lub nielicznej grupy
organizméw syntetyzujgcych Ncps? A moze po prostu istnieje luka w identyfikacji tej grupy
zwigzkow i w przysztosci moze sie okazaé, ze liczba ich wariantow jest rownie duza.

Identyczna uwaga krytyczna jak w przypadku publikacji nr 2 dotyczy braku hipotezy i jasno
okreslonych celéw.

Publikacja 4
W tej pracy opublikowanej jako Communication, przedstawiono uzupetniajgcg analize NMR

wyizolowanych wariantdow Ncps oraz ich aktywno$¢ wobec ludzkiego proteasomu 20S.
Deklarowany udziat Doktorantki: koncepcja pracy, analiza LC-MS/MS, ekstrakcja,
frakcjonowanie i izolacja metabolitéw, testy hamowania aktywnosci proteasomu, przygotowanie
manuskryptu, recenzja manuskryptu, wizualizacja wynikow.

Praca ta ma szczegolnie istotny charakter w kontekscie przysztego mozliwego wykorzystania
metabolitéw wtérnych cyjanobakterii w medycynie, gdyz przedstawia dane o biologicznej
aktywnosci kilku Ncps przy wykorzystaniu modelu (proteasom 20S), ktéry moze stanowi¢
bezposrednie odniesienie do analiz réznych potencjalnych farmaceutykéw testowanych pod
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katem terapii przeciwnowotworowych. We wprowadzeniu znajduje sie wazny fragment
dotyczacy roli proteasomu 20S oraz roli regulacyjnej wobec tego kompleksu réznych
czagsteczek, w tym pochodzenia naturalnego. Uzupetniajgce fragmenty dotyczace tego aspektu
zawarte sg takze w dyskusji.

Testy aktywnosci wykazaty selektywne dziatanie wariantéw Ncps wobec chymotrypsyno-
podobnej i trypsyno-podobnej aktywnosci proteasomu. Nalezy jednak zaznaczyc, ze te wstepne
wyniki powinny by¢ jednoznacznie potwierdzone, aby mogty postuzy¢ jako punkt wyjscia do
dalszych, bardziej zaawansowanych analiz.

Ponownie, uwaga krytyczna jak w przypadku publikacji nr 2 dotyczy braku hipotezy i jasno
okreslonych celow.

Rozprawa doktorska

Opracowanie to, bedace skrétowg wersjg rozprawy doktorskiej, zawiera zwiezly i systematyczny
opis wynikéw prac zawartych w publikacjach 2-4 oraz najwazniejszych aspektow opisanych w
pracy przeglgdowej (publikacja nr 1). Catos¢ jest przedstawiona w sposob klarowny i zrozumiaty
i zostata oceniona bardzo pozytywnie.

Ponowny, bardziej ogolny zarzut dotyczy braku wyraznego wskazania hipotez oraz celow
badawczych. Mimo, ze wiekszo$¢ badan przedstawionych w poszczegdlnych pracach ma
charakter analityczny, mozna byto pokusi¢ sie o sformutowanie hipotez, ktére podlegaty
weryfikacji. Cele, w konteks$cie dalszego ciggu rozprawy sg do$¢ oczywiste, ale powinny byé
wyraznie sformutowane.

W czesci rozprawy zawierajgcej dyskusje dos¢ skrétowo zawarte sg podstawowe watki dyskusiji
umieszczonych w poszczegdlnych manuskryptach, co oczywiscie jest zrozumiate. Jednakze, o
ile w publikacjach autorzy sg zobligowani do bardzo Scistej tematycznie dyskusji, w rozprawie
doktorskiej mozna/nalezatoby poszerzy¢ rozwazania/doda¢ nowe watki, szczegdlne istotne z
punktu widzenia realizowanych prac. Np. chetnie zapoznatbym sie z argumentami popierajgcymi
sensownos¢ pracochtonnych badan nad metabolitami cyjanobakterii w kontekscie ich
wykorzystania w medycynie (w poréwnaniu z wysokoprzepustowg analizg podobnych
strukturalnie analogéw syntetyzowanych chemicznie). Inny ciekawy aspekt, zaledwie
wspomniany w rozprawie to hipotezy o potencjalnych funkcjach metabolitéw wtérnych
cyjanobakterii.

Odrebny, niezwykle wazny aspekt to forma strukturalna badanych metabolitéw, oméwiona w
sekcji 4.1.2. i czynniki, od ktérych zalezy czy Ncps wystepujg w formie cyklicznej, czy liniowe;.
Jak wskazano na stronie 19, cyklizacja Ncps jest procesem spontanicznym, a rbwnowaga
miedzy formg liniowg i cykliczng moze zaleze¢ od pH, sposobu przechowywania i traktowania
biomasy itp. Ten aspekt jest szczegdlnie wazny, jesli bierzemy pod uwage biologiczne (np.
antynowotworowe) wiasnosci badanych metabolitow. Linearyzacja/cyklizacja moze w bardzo
znaczacy sposob zmienia¢ zdolnosc¢ tych zwigzkéw do oddziatywania z enzymami.

Na stronie 19 wspomniano takze o problemie okreslenia stezenia oczyszczonych metabolitow,
ze wzgledu na brak jakichkolwiek standardow. W zwigzku z tym wzgledne stezenia oszacowano
na podstawie powierzchni pikow jonédw macierzystych. Chetnie zapoznatbym sie z opinig
Doktorantki, na ile wiarygodne jest okreslenie stezenia w ten sposéb i czy byly brane pod uwage
inne mozliwosci oznaczenia stezen badanych zwigzkow.

Warto byloby szerzej wyjasnié, dlaczego akurat testy wobec badanych enzyméw (publikacja nr
2) zostaty wybrane do wstepnego opisu aktywnosci réznych metabolitéw i dlaczego te wiasnie
testy mogg zosta¢ uznane za miarodajny sposob selekcji potencjalnych terapeutykow. Kilka
wersow dyskusji tego aspektu w pracy nr 2 (str 11-12) wydaje sie zbyt skromnym opisem.
Konkluzja 2 na stonie 22 (The peptides produced by N. edaphicum CCNP1411 were revealed to
be either serine protease inhibitors (Cps) or human 20S proteasome inhibitors (Ncps). The
amino acid composition and form of the compounds was proved to have significant effect on
their activity.) wskazujgca, ze skitad i struktura zwigzkéw ma decydujacy wptyw na aktywnosé
biologiczna, jest zbytnim uproszczeniem. To jest oczywista sprawa, nalezatoby
wskazacé/powtorzyé, jakie elementy struktury sa/mogg by¢ kluczowe w badanej aktywnosci.
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Podsumowujgc, w mojej opinii rozprawa doktorska mgr Anny Fidor jest duzym sukcesem
naukowym zaréwno jej samej, jak tez jej promotor, Prof. Hanny Mazur-Marzec. Najwazniejszym
aspektem prac zawartych w rozprawie doktorskiej jest systematyczny i dobrze zaplanowany cigg
eksperymentow, od identyfikacji poprzez charakterystyke strukturalng, az po analizy aktywnosci
biologicznej metabolitéw produkowanych przez szczep Nostoc. Podjecie takiej tematyki badan
uwazam za trafne i w petni uzasadnione. Uzyskanie wynikéw w ramach niniejszych badan, ich
interpretacja oraz szersza dyskusja zostaty wykonane w petni profesjonalnie, wskazujac na
bogaty i nowoczesny warsztat badawczy Doktorantki, gtebokg wiedze teoretyczng i umiejetnosé
prawidiowej analizy uzyskanych danych. To wszystko zostato potwierdzone opublikowaniem
wynikow badan w cenionych czasopismach miedzynarodowych i najpewniej bedzie stanowi¢
wazny element wiedzy w kontekscie biotechnologicznego wykorzystania metabolitow wtérnych
cyjanobakterii w medycynie.

Nalezy takze podkresli¢, ze prowadzone prace byly w duzej mierze realizowane w ramach
projektéw finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, co jeszcze bardziej podkresla ich
znaczenie, zweryfikowane pozytywng oceng ekspertow i recenzentéw powotanych w ramach
procesu ewaluacji wnioskow.

W zwigzku z powyzszym, z uwagi na duzy wktad pracy, wage i oryginalno$¢ uzyskanych
wynikow uznaje, ze rozprawa doktorska Pani mgr Anny Fidor pod tytutem ,Peptides produced by
the Baltic cyanobacterium Nostoc edaphicum CCNP1411 — structure and biological activity”
spetnia 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. z 2017 r. poz. 1789) i wnosze
do Rady Dyscypliny Nauki o Ziemi i Srodowisku Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr
Anny Fidor do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Podpisano — recenzent, Dariusz Dziga
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