Streszczenie

Cyjanobakterie (sinice) sa jednymi z najstarszych znanych form Zzycia.
Poprzez wystepowanie w zréznicowanych $rodowiskach, czesto niesprzyjajacych,
mikroorganizmy te wyksztalcity wiele strategii adaptacyjnych. Jedng z nich jest
zdolnos¢ produkcji  szerokiej gamy metabolitow wtornych, ktore chronig je przed
szkodliwymi warunkami srodowiska oraz oddzialuja na inne organizmy. Zwiazki te znajduja
rowniez zastosowanie w zyciu czlowieka, miedzy innymi jako produkty wyjsciowe do
opracowania nowych farmaceutykow. Zwiazki te zostaly zaklasyfikowane miedzy innymi
jako alkaloidy, peptydy, polisacharydy czy terpenoidy.

Badania genetyczne prowadzone nad battyckim szczepem Nostoc edaphicum
CCNP1411  (tu: CCNP1411) wykazaly istnienie czterech klastrow genowych
odpowiedzialnych za kodowanie biatek biorgcych udzial w biosyntezie cyjanopeptolin,
anabaenopeptyn, nostocyklopeptydow oraz jednej, jeszcze nie zidentyfikowanej klasy
zwiazkow. W niniejszej pracy szczegotowo opisano dwie klasy peptyddw —anabaenopeptyny
(APs) i cyjanopeptoliny (CPs) produkowane przez szczep CCNP1411. Poznanie struktury i
aktywnosci biologicznej metabolitow produkowanych przez szczep CCNP1411 wymagato
pozyskania odpowiedniej ilosci biomasy organizmu poprzez prowadzenie hodowli. W celu
wyizolowania cyjanopeptyddw zebrany materiat zostat poddany ekstrakcji i frakcjonowaniu.
Roéznorodnosé strukturalna w obrebie cyjanopeptolin wykazano zaréwno na podstawie
badan bioinformatycznych jak i analiz widm otrzymanych przy uzyciu spektrometrii mas
oraz spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego. Dowiedziono, ze szczep
CCNP1411 syntezuje 4 analogi anabaenopeptyn i 93 analogi cyjanopeptolin. W tym, w
niniejszej rozprawie po raz pierwszy opisano struktury 3 nowych analogéw APs i 79 nowych
analogow CPs.

W trakcie prac nad anabaenopeptynami oceniono aktywnos¢ biologiczng trzech
wyizolowanych APs wzgledem pieciu enzymow proteolitycznych. Badania in vitro wykazaly
typowa dla tej klasy peptydow aktywnos¢, przy czym najsilniejsze efekty zaobserwowano
wzgledem karboksypeptydazy A.

W pracach nad cyjanopeptolinami wyizolowano 34 analogi (z 93 zidenty-fikowanych)
CPs w ilosci wystarczajacej do przeprowadzenia oceny aktywnosci biologicznej wzgledem
wybranych proteaz serynowych. Testy te potwierdzity istotnos¢ aminokwasu wystepujacego
w pozydji drugiej zwigzku (tj. pomiedzy treoning a kwasem Ahp). Cyjanopeptoliny z
arginina w pozycji drugiej (Arg?) wykazywaly aktywnos¢ wzgledem trombiny w zakresie ICso
= 0,28 - 7,25 uM, a takze, w niektérych przypadkach stabg aktywnos$¢ wzgledem
chymotrypsyny. Natomiast peptydy z Tyr?, Phe? i Leu? byly silnie i selektywnie, aktywne
wzgledem chymotrypsyny. Ponadto cyjanopeptoliny z Leu? byly aktywne wzgledem
elastazy. Selektywno$¢ zwiazkéw zawierajacych Leu? zostala zaobserwowana réwniez w
testach wzgledem komoérek nowotworowych szyjki macicy linii HeLa. CP 919 w najwyzszym

stezeniu zastosowanym w tescie (tj. 200 pg x mL™) zmniejszata przezywalnosci komoérek o



97,6% w poréwnaniu z kontrola.
W pracy zbadano takze aktywno$¢ wybranych cyjanopeptolin wzgledem wirusa
SARS-CoV-2. Sposrod badanych zwiazkow, Cp-Arg? wykazaty najsilniejsze hamowanie
infekcji wirusa SARS-CoV-2 Delta w komorkach A549ACE2/TMPRSS2 Testy funkcjonalne wskazaty
na  bezposrednia  interakcje CP 978  zawierajacej Arg z  wirionami.
CP 978 wywotata réwniez znaczny spadek replikacji wirusa w pierwotnych ludzkich
komorkach nabtonka drog oddechowych (HAE). Analizy z zastosowaniem mikroskopii
konfokalnej i pseudowirusow SARS-CoV-2 wykazatly, ze hamowanie infekcji wirusowej przez
CP 978 zachodzi na drodze bezposredniego wigzania cyjanopeptoliny z biatkiem S
koronawirusa, co uniemozliwia jego interakcje z receptorem na powierzchni komorki.
Wyniki opisane w niniejszej pracy wykazuja znaczenie baltyckiej cyjanobakterii Nostoc
edaphicum CCNP1411 jako zrodla wielu obiecujacych metabolitow o potencjalnym,

farmaceutycznym zastosowaniu.



