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Cyjanobakterie stanowig grupe organizmow znanych z produkcji zwigzkow
biologicznie aktywnych. Pierwsze doniesienia o metabolitach wtornych izolowanych z tych
organizméw, datowane na lata siedemdziesigte ubiegltego wieku, pochodza od zespotu
Richarda E. Moore’a z Uniwersytetu na Hawajach, ktéorego wyniki badan potwierdzity
obecno$¢ izolowanych =z sinic zwigzkow o aktywno$ci antynowotworowej oraz
antywirusowej. Kolejne badania, obejmujace zardbwno okreslanie struktury, jak i biologicznej
aktywnosci, pozwolily na wyr6znienie kilkunastu klas tych zwigzkow, takich jak alkaloidy,
poliketydy, peptydy, kwasy ttuszczowe, amidy czy laktany [1,2]. Metabolity te charakteryzuja
si¢ aktywnoscig przeciwbakteryjna, przeciwwirusowa, przeciwnowotworowa, a takze
cytotoksyczng. Warto jednakze podkresli¢, iz znaczna wigkszo§¢ tych zwigzkéw
wyizolowana zostata z zaledwie kilku szczepéw cyjanobakterii pochodzacych z tropikalnych
zrodet, podczas gdy znane z bioréznorodnosci sinice Morza Baltyckiego pozostaja stabo
zbadane pod katem obecno$ci zwigzkow biologicznie aktywnych [1,2].

Morze Baltyckie charakteryzuje si¢ unikalnymi warunkami ekologicznymi
spowodowanymi ograniczong wymiang wody z Wszechoceanem. Dodatkowo, potaczenie z
ponad 250 rzekami powoduje, ze Morze Baltyckie cechuje si¢ stosunkowo niskim zasoleniem
wynoszacym S$rednio 6-8%. w pordwnaniu do zasolenia w oceanach (ok. 35%o). Tak
nietypowe srodowisko jest mozliwe do zasiedlenia przez ograniczong liczbg organizméw.
Wplywa na to zbyt niskie zasolenie dla wigkszosci gatunkdéw zyjacych w Oceanie
Atlantyckim oraz Morzu Pélnocnym, bedace jednocze$nie zbyt wysokim dla organizmow
stodkowodnych. Jednakze czegs¢ cyjanobakterii zarowno morskich, jak i stodkowodnych,
przystosowata si¢ do zycia w tak nietypowych warunkach srodowiskowych. Warunkiem zycia
tych organizmow w Morzu Battyckim moze by¢ wzmozona produkcja niskoczasteczkowych
zwigzkow, ktora stanowi element strategii adaptacyjnej sinic, pozwalajacej na przetrwanie w
szerokim zakresie warunkoéw zardwno fizycznych, jak i chemicznych. Metabolity te moga by¢
rowniez zaangazowane w interakcje ze wspoélegzystujgcymi organizmami, od wirusow,
poprzez bakterie do zwierzat morskich [2].

Przewazajaca  wigkszo$§¢  niskoczasteczkowych  zwigzkow  bioaktywnych
produkowanych przez cyjanobakterie zostata wyizolowana, a nastgpnie zidentyfikowana z
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sporzadzonych z tych organizméw hodowanych w warunkach laboratoryjnych. Metoda ta
byta z sukcesem wykorzystywana do izolacji oraz identyfikacji zwigzkow o potencjalnym
zastosowaniu jako bio-nawozy, herbicydy oraz insektycydy, a takze potencjalnych lekéw
immunosupresyjnych, przeciwdrobnoustrojowych czy przeciwnowotworowych [2,3]. Warto
jednak podkresli¢, ze techniki opierajace si¢ na analizie ekstraktow komodrkowych posiadaja
istotne ograniczenia. Znaczaca cz¢$¢ metabolitéw wtornych pochodzacych z cyjanobakterii
moze by¢ produkowana jedynie w $cisle okreslonych warunkach fizjologicznych, ktore sg
trudne lub wrecz niemozliwe do odtworzenia w laboratorium. Ponadto, wydajno$¢ ekstrakcji
poszczegbélnych zwigzkéw uzyskanych z probek sinic hodowanych w warunkach
laboratoryjnych moze by¢ niska, a przez to bardzo kosztowna oraz nieefektywna [3].

Obecnie powszechnie wiadomo, ze w warunkach laboratoryjnych mozliwe jest
hodowanie 1-5% konsorcjow mikroorganizméw pochodzacych z probek srodowiskowych [4].
Stanowi to istotne ograniczenie stosowania technik izolacji nowych zwigzkéow bioaktywnych
z nieznanych dotad organizméw opartych na hodowli w laboratorium. W ostatnich dwoch
dekadach obserwuje si¢ tendencj¢ do zastgpowania lub uzupeliania klasycznych metod
badania biordéznorodno$ci populacji mikroorganizméw technikami niezaleznymi od hodowli
[4]. Jedna z najpopularniejszych metod pozwalajacych na kompleksowe badanie aktywnos$ci
biologicznych organizméw wystepujacych w probach srodowiskowych jest metagenomika.
Laczy ona w sobie rozne techniki biologii molekularnej, pozwalajac na badanie
bioréznorodnosci populacji organizméw uchodzacych za nie dajace si¢ hodowaé w
warunkach laboratoryjnych oraz pozwala oceni¢ ich potencjat w zastosowaniu w
biotechnologii czy farmakologii [4,5,6]. Metagenomika opiera si¢ na analizie biblioteki
metagenomowej. Przygotowanie biblioteki metagenomowej obejmuje nastgpujace etapy: (i)
kompleksowa izolacja eDNA (ang. environmental Deoxynucleic Acid) bezposrednio z proby
srodowiskowej, (ii) klonowanie fragmentow sekwencji DNA do odpowiedniego wektora,
dobranego w zalezno$ci od wielkosci oraz rodzaju analizowanych fragmentéw materialu
genetycznego oraz uzytego gospodarza bakteryjnego, (iii) wprowadzenie puli uzyskanych
plazmidow (zwanych biblioteka metagenomowa) do wybranego gospodarza [4,5,6].
Biblioteki metagenomowe mozna poddawaé analizie wykorzystujac metody oparte na
poszukiwanej funkcji lub sekwencji. Pierwsza z nich polega na przeszukiwaniu biblioteki
metagenomowe] w celu odnalezienia wybranej aktywnosci, takiej jak antybakteryjna czy
enzymatyczna. Druga strategia wykorzystuje analiz¢ sekwencji eDNA w celu odnalezienia
okreslonych fragmentow materialu genetycznego [4].

Nadrzedny cel mojej pracy doktorskiej stanowito pozyskanie informacji na temat
aktywno$ci biologicznych mikroorganizméw zawartych w hodowlach oraz zakwitach
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pofaczytam klasyczne metody analizy ekstraktow komorkowych uzyskanych z hodowli
cyjanobakterii z nowoczesng metodg biologii molekularnej — metagenomika, pozwalajacg na
badanie prob srodowiskowych bez koniecznosci hodowli organizmdéw morskich w warunkach
laboratoryjnych. Taki uktad doswiadczalny pozwolit na kompleksowg analize hodowli oraz
zakwitow cyjanobakterii w kontekscie ich potencjalnego wykorzystania w biotechnologii oraz
medycynie.

Podjety cel realizowatam, w pierwszej kolejnos$ci, w oparciu o analiz¢ aktywnosci
enzymatycznej oraz antybakteryjnej 27 szczepow cyjanobakterii izolowanych z Morza
Battyckiego, nalezacych do kolekcji szczepow CCNP (ang. Culture Collection of Nothern
Poland) znajdujacej sie na Wydziale Oceanografii i Geografii Uniwersytetu Gdanskiego.
Aktywno$¢ enzymatyczng oraz antybakteryjng badatam przy uzyciu klasycznych metod
bazujacych na analizie ekstraktow wodnych oraz etanolowych sporzadzonych z kultur
cyjanobakterii hodowanych w warunkach laboratoryjnych [2].

Doswiadczenie  testujagce  aktywno$¢  enzymatyczng — przeprowadzitam  z
wykorzystaniem komercyjnie dostgpnego testu API ZYM (bioMérieux) pozwalajacego na
jednoczesne badanie aktywnosci 19 enzymow, w tym enzymoéw Kkatalizujacych reakcje
hydrolizy wigzan w biatkach (trypsyna, a-chymotrypsyna, arylamidaza leucyny, arylamidaza
waliny, arylamidaza cystyny), enzymow katalizujacych reakcje hydrolizy wigzan estrowych
(esteraza C4, esteraza C8, lipaza Cl4), enzymow hydrolizujagcych wigzania w
weglowodanach (a-galaktozydaza, B-galaktozydaza, PB-glukuronidaza, o-glukozydaza, B-
glukozydaza, N-acetylo-pB-glukozaminidaza, a-mannozydaza oraz o-fukozydaza), a takze
enzymow katalizujacych reakcje defosforylacji (alkaliczna fosfataza, kwasna fosfataza,
naftylo-AS-Bl-fosfohydrolaza) [2]. Badanie to wykazato, iz wodne ekstrakty komorkowe
cyjanobakterii izolowanych z Morza Battyckiego stanowig bogate zrodto enzymow. Sposrod
19 testowanych aktywnos$ci enzymatycznych, fosfataza alkaliczna, fosfataza kwasna, esteraza
(C4 oraz C8), a takze naftylo-AS-Bl-fosfohydrolaza wystepowaty najczesciej i zostaty
wykryte w 21-27 ekstraktach z cyjanobakterii [2]. Natomiast aktywnosci arylamidazy
cystyny, lipazy Cl4, o-galaktozydazy, p-galaktozydazy oraz B-glukuronidazy
zidentyfikowatam w stosunkowo niewielu szczepach (1-3). Znaczgce réznice obserwowatam
réwniez w liczbie aktywnos$ci enzymatycznych w poszczegdlnych szczepach cyjanobakterii.
Ekstrakty wodne pochodzace z Microcystis aeruginosa CCNP1102, Synechocystis salina
CCNP1104, Nodularia spumigena CCNP1401 oraz CCNP1402, a takze Anabaena sp.
CCNP1406 okazaty sie najbogatsze w aktywno$ci enzymatyczne (0od 11 do 15 aktywnych
enzymoéw), podczas gdy u Spirulina subsalsa CCNP1310, Lyngbya cf. aestuarii CCNP1314,
CCNP1316, N. spumigena CCNP1403 oraz Anabaena sp. CCNP1416 wykrytam zaledwie od
2 do4 aktywnych enzymow [2].



Jest to pierwsze tak rozbudowane doniesienie o aktywnos$ciach enzymatycznych
cyjanobakterii pochodzacych z Morza Battyckiego. Do tej pory analizowano gtownie
pojedyncze enzymy lub ich inhibitory oraz aktywatory. Co ciekawe, podobne bogactwo
aktywnosci enzymatycznych oraz r6znice w ich wystepowaniu w obrebie jednego rodzaju
sinic bylo obserwowane podczas badania fenotypowej oraz genotypowej zmiennoS$ci
szczepéw Microcystis. Wskazuje to, ze zaréwno liczba, jak i rodzaje aktywnosci
enzymatycznych sg Scisle zalezne i charakterystyczne dla danego szczepu cyjanobakterii [2].

Aktywno$¢ antybakteryjng ekstraktow zarowno wodnych, jak 1 etanolowych,
przygotowanych z baltyckich cyjanobakterii, badalam z zastosowaniem metody
mikrorozcienczen. Analizowatam wptyw zwigzkéw zawartych w ekstraktach wzgledem
bakterii Gram-dodatnich (Micrococcus luteus oraz Staphylococcus aureus) i Gram-ujemnych
(Serratia marcescens oraz Pseudomonas aeruginosa). Wybrane szczepy bakterii hodowatam
przez 16 godzin z dodatkiem ekstraktow w zakresie stezen 0,01-1 mg mL™. Nastepnie
mierzytam gesto$¢ optyczng hodowli i porownywalam ja do kontroli, ktorg stanowita
hodowla bakterii bez dodatku ekstraktu. Otrzymane przeze mnie wyniki wskazuja, ze zwiazki
zawarte zarbwno w wodnych, jak i etanolowych ekstraktach z Microcystis aeruginosa silnie
hamujg wzrost wszystkich badanych bakterii: Staphylococcus aureus DMB-PR-1-20 (MICsg
= 42 ug ml™), Micrococcus luteus DMB-pR1-1 (MICso = 42 pg ml™), Serratia marcescens
DMBpR-1-2 (MICsp = 74 pg ml™) oraz Pseudomonas aeruginosa DMB-PR-1-23 (MICsq =
168 pg ml™). Te same szczepy bakterii wykazaty nieco mniejsza wrazliwo$¢ na ekstrakty
otrzymane z Anabaena sp. CCNP1406 (MICsy = 250-300 pg ml™) oraz (z wyjatkiem P.
aeruginosa) na zwiazki produkowane przez S. salina CCNP1104 (MICsp = 250-300 pug ml™),
a takze M. aeruginosa CCNP1103 (MICso = 165 ug ml™). Co ciekawe, ekstrakty sporzadzone
z 13 sposrod 27 badanych szczepow cyjanobakterii morskich stymulowaty wzrost
przynajmniej jednej z badanych bakterii o co najmniej 50% w stosunku do kontroli, przy
czym wodne i etanolowe ekstrakty uzyskane z Cyanobacterium sp. CCNP1105 oraz
Leptolyngbya sp. CCNP1302 stymulowaty wzrost wszystkich bakterii z wyjatkiem P.
aeruginosa. Wynika z tego, ze zwigzki aktywne produkowane przez cyjanobakterie
izolowane z Morza Battyckiego silnie moduluja wzrost bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-
ujemnych [2].

Kolejnym etapem badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej byta analiza
baltyckich cyjanobakterii pod katem ich potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowe;.
Badania przeprowadzitam w uktadzie in vitro z wykorzystaniem modelowych linii komorek
nowotworu piersi MCF-7. W pierwszej kolejnosci testowatam wptyw 22 ekstraktow wodnych
oraz etanolowych uzyskanych z 11 szczepdéw baltyckich cyjanobakterii na zywotnos¢
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stezen 25-400 pg ml™. Doswiadczenie to wykazato, ze trzy ekstrakty etanolowe, pochodzace
z Microcystis aeruginosa CCNP1102, Pseudanabaena sp. CCNP1311 oraz Pseudanabaena
cf. galeata CCNP1313 silnie hamujg zywotnos¢ komoérek nowotworowych raka piersi, z
warto$ciami ICso odpowiednio 100, 50 oraz 100 pg ml™. Ekstrakty te zostaly wybrane do
dalszych badan majacych na celu okre§lenie molekularnego mechanizmu ich dziatania
cytotoksycznego na komorki nowotworowe [1].

Aby okresli¢, czy obnizenie zywotnosci komorek nowotworowych jest zwigzane z
procesem apoptozy, przeprowadzono analiz¢ poziomu markera apoptozy — polimerazy PARP-
1 (ang. poly-ADP ribose polymerase) z wykorzystaniem techniki Western blotting.
Doswiadczenie to pokazato, ze wszystkie trzy ekstrakty indukowatly zalezne od kaspaz cigcie
biatka PARP-1, jednak jego zakres w stosunku do stosowanego st¢zenia byl rozny dla
poszczegblnych ekstraktow. Ekstrakt etanolowy CCNP1102 wywotywatl wzrost poziomu
przecietej formy tego markera zalezny od stezenia, ktory osiagnat poziom 4-krotnego wzrostu
w stosunku do kontroli przy stezeniu 50 pg ml™ przy czym pozostat na tym poziomie przy
zwigkszonych dawkach ekstraktu. Ekstrakt sporzadzony z CCNPI1311 indukowal cigcie
biatka PARP-1 w sposéb zalezny od uzytej dawki, ktéore wzrosto przy najwyzszym
stosowanym st¢zeniu 3,6-krotnie w stosunku do kontroli. W przypadku ekstraktu ze szczepu
CCNP1313 obserwowalam najwyzszy poziom przecig¢tej formy PARP-1 , ktory byt 6-8
krotnie wyzszy niz w komorkach kontrolnych przy wszystkich testowanych stgzeniach
ekstraktu [1].

W celu uzyskania wgladu na zmiany w morfologii komorek MCF-7 po traktowaniu
ekstraktami z cyjanobakterii, przeanalizowatam ultrastruktur¢ komoérek przy uzyciu
transmisyjnej mikroskopii elektronowej. W probkach poddanych dziataniu st¢zeniem rownym
100 pg ml™ z ekstraktéow z CCNP1102 albo CCNP1311 obserwowatam typowe dla komoérek
nekrotycznych pegcznienie cytoplazmy, kondensacj¢ chromatyny, pecznienie organelli oraz
brak cigglosci w obrgbie blony cytoplazmatycznej. Z drugiej strony, komoérki poddane
dziataniu ekstraktu z CCNP1313 nie wykazywaty morfologii charakterystycznej dla nekrozy.
Obserwowatam natomiast kurczenie si¢ komorek oraz kondensacje cytoplazmy, co moze
wskazywac na wczesne etapy apoptozy [1].

W celu ostatecznego stwierdzenia czy zwiazki aktywne zawarte w ekstraktach
otrzymanych z baltyckich cyjanobakterii indukuja S$mier¢ komoérek nowotworowych,
przeprowadzitam analiz¢ frakcji apoptotycznej oraz nekrotycznej komorek linii MCF-7 po
ekspozycji na wybrane ekstrakty etanolowe w zakresie stezen 25-100 pg mlt z
zastosowaniem cytometrii przeptywowej. Wptyw ekstraktow CCNP1311 oraz CCNP1102 na
indukcje apoptozy byl umiarkowany 1 osiggnat poziom 15% przy komorkach poddanych
dziataniu ekstraktu w stezeniach 75-100 pg ml™. Co ciekawe, oba ekstrakty wywolywaty



wzrost frakcji nekrotycznej komorek nowotworowych do 80% przy najwyzszym stosowanym
stezeniu. Apoptoze obserwowatam glownie w komorkach traktowanych ekstraktem
otrzymanym z Pseudanabaena cf. galeata CCNP1313, ktory osiagal poziom rowny 60%
komorek przy stezeniu rownym 100 pg ml™ [1].

Aby okresli¢, czy dziatanie cytotoksyczne zwigzkow bioaktywnych zawartych w
ekstraktach z battyckich cyjanobakterii jest charakterystyczne dla linii komorek raka piersi
MCF-7, czy tez uniwersalne dla komoérek nowotworowych, zbadatam wptyw ekstraktow
etanolowych pochodzacych z Microcystis aeruginosa CCNP1102, Pseudanabaena sp.
CCNP1311 oraz Pseudanabaena cf. galeata CCNP1313 na zywotno$¢ komorek nowotworu
szyjki macicy HelLa. Przeprowadzitam rowniez analogiczne do§wiadczenie z wykorzystaniem
modelowych ludzkich zdrowych komorek fibroblastow skornych HDFa (ang. Human Dermal
Fibroblast adult). Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze ekstrakty z battyckich
cyjanobakterii hamujg zywotno$¢ zaréwno komorek linii nowotworu piersi MCF-7, jak i
nowotworu szyjki macicy HeLa w sposdb zalezny od stgzenia oraz czasu ekspozycji, przy
nieistotnym statystycznie wplywie na zdrowe komorki linii HDFa. Warto podkresli¢, iz
wykonana analiza ekstraktow z wykorzystaniem techniki LC-MS/MS wykazata obecno$é
nieznanych dotad niskoczasteczkowych  zwigzkow  aktywnych  odpowiedzialnych
prawdopodobnie za indukcje $mierci w komorkach nowotworowych. Niezwykle istotny w
konteks$cie potencjalnego wykorzystania tych zwigzkow w terapii przeciwnowotworowej jest
wywolywany przez nie proces nekrozy. Do tej pory znakomita wigkszos$¢ lekéw stosowanych
w terapii przeciwnowotworowej byta skierowana na indukcje procesu apoptozy, jednakze
wraz z uplywem czasu komorki nowotworowe nabywaja oporno$¢ na terapi¢. Niezbedne
wydaje si¢ zatem poszukiwanie zwigzkow bioaktywnych indukujacych nie-apoptotyczne
rodzaje $mierci komoérek. Dodatkowo, ostatnie doniesienia literaturowe wskazuja, iz proces
nekrozy w komorkach guza wywotuje odpowiedZz immunologiczng organizmu, ktéra moze
stanowi¢ czynnik wspomagajacy terapie [1].

Ostatnim etapem realizacji niniejszej pracy doktorskiej byla analiza aktywnosci
antybakteryjnej oraz przeciwnowotworowej wybranych organizméw wchodzacych w sktad
zakwitow oraz hodowli cyjanobakterii izolowanych z Morza Baltyckiego z zastosowaniem
metagenomiki [3]. Badania metagenomiczne stanowity istotne uzupekienie wcze$niejszych
doswiadczen opierajacych si¢ na analizie ekstraktow komorkowych cyjanobakterii
hodowanych w warunkach laboratoryjnych. W swoich badaniach wykorzystatam
funkcjonalng analize¢ metagenomiczng. Glowng zaletg tej metody jest pewno$é, ze czynnik
posiadajacy poszukiwang aktywno$¢ ulega poprawnej biosyntezie, a przez to moze by¢
produkowany przez obcy organizm. Ten aspekt jest szczegdlnie istotny w kontekscie
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wykorzystywanym gospodarzu bakteryjnym w badaniach metagenomicznych — Escherichia
coli — jest ograniczona do ok. 40% [5].

Na podstawie analizy uzyskanych wynikéw podczas badania aktywnos$ci
biologicznych baltyckich cyjanobakterii z zastosowaniem ekstraktow komorkowych zostaty
skonstruowane trzy biblioteki metagenomowe zawierajace DNA izolowane kolejno z: (i)
zakwitu Nodularia spumigena pobranego z Zatoki Gdanskiej w czerwcu 2009 r., (ii) zakwitu
Nodularia spumigena i Aphanizomenon flos-aquae pobranego z Zatoki Gdanskiej w maju
2011 r. oraz (iii) hodowli pieciu szczepoéw cyjanobakterii izolowanych z Morza Battyckiego i
zdeponowanych w kolekcji szczepow CCNP: Microcystis aeruginosa CCNP1101,
Microcystis aeruginosa CCNP1102, Microcystis aeruginosa CCNP 1103, Anabaena sp.
CCNP1406, Synechocystis salina CCNP1104 [5].

W celu dokonania analizy bibliotek metagenomowych niosgcych DNA izolowany z
hodowli oraz zakwitow cyjanobakterii zaprojektowalam oraz przeprowadzitam doswiadczenia
pozwalajace na  przeszukiwanie  biblioteki genowej pod katem  aktywnosci
przeciwnowotworowej oraz przeciwbakteryjnej. Sa to pierwsze badania wykorzystujace
metagenomike do analizy aktywnos$ci przeciwnowotworowej, a takze pierwsze badania
metagenomiczne skupiajace si¢ na aktywnosci przeciwbakteryjnej z zastosowaniem metody
mikrorozcienczen. W doswiadczeniu wykorzystatam okoto dwustu losowo wybranych
klonéw niosgcych fragment materiatu genetycznego wielkosci ok. 40000 par zasad z kazdej
skonstruowanej biblioteki [5].

Otrzymane wyniki uzyskane podczas przeszukiwania bibliotek pod katem potencjalnej
aktywnosci antybakteryjnej pozwolity stwierdzi¢, ze 1% [%v/v] stezenie ekstraktu
uzyskanego z klonu 123 z biblioteki nr 2 (klon 123-2) wywoluje zahamowanie wzrostu
bakterii Serratia marcescens oraz Escherichia coli BL21 odpowiednio 0 45% i 40% [5].

Mimo, ze w medycynie wykorzystywane sg zwigzki o aktywnosci przeciwbakteryjnej,
podczas procesoOw Dbiotechnologicznych pozadane s3a czynniki stymulujace wzrost i
proliferacje komorek bakteryjnych, w ktorych odbywa si¢ ekspresja rekombinowanych genow
oraz biosynteza wybranych produktow biatkowych [3]. Wczesniej przeprowadzone przeze
mnie badania wykazaty, ze niektore szczepy cyjanobakterii izolowanych z Morza Battyckiego
stymulujg wzrost bakterii Gram-ujemnych [2]. Zaprojektowalam zatem doswiadczenie
pozwalajace stwierdzi¢, czy geny niesione na plazmidzie w poszczegdlnych klonach
wplywaja pozytywnie na wzrost gospodarza bakteryjnego — Escherichia coli. Jako kontrole
wykorzystatam klon 105-2, zawierajacy fragment genomu E. coli. Co ciekawe,
zaobserwowalam, ze w obecnosci klonow 123-3 oraz 129-3 czas generacji E. coli w fazie
wzrostu logarytmicznego wynosit 29 min., podczas gdy dla kontroli az 36 min.

Doswiadczenie to potwierdza, ze ekspresja niektorych gendéw izolowanych z cyjanobakterii



stymuluje wzrost komoérek E. coli, co moze zosta¢ potencjalnie zastosowane do konstrukcji
nowych szczepow tej bakterii w celu wykorzystania jej w procesach biotechnologicznych [3].

Kolejnym etapem analizy metagenomicznej bylo przeszukiwanie bibliotek genowych
pod katem aktywnosci przeciwnowotworowej. W tym celu badatam wptyw 370 klonow z
poszczegolnych bibliotek na przezywalnos¢ komorek nowotworu piersi MCF-7. Wyniki
przeprowadzonego eksperymentu wykazaty, ze klon 123-3 w znaczacy sposob hamuje
przezywalno$¢ komorek nowotworu piersi, przy niewielkim wptywie na zdrowe komorki
ludzkich fibroblastow HDFa [3].

Wybrane klony z badanych bibliotek wykazujace obecnos$¢ pozadanych aktywnosci
biologicznych zostaly wystane do sekwencjonowania z zastosowaniem technik NGS (ang.
Next Generation Sequencing). Wyniki sekwencjonowania zostaly poddane analizie z
wykorzystaniem programu Blast, a geny potencjalnic odpowiedzialne za wystgpowanie
badanych aktywnosci biologicznych zostaty wyszczegolnione i opisane [3].

W ramach niniejszej pracy doktorskiej, skoncentrowanej na analizie aktywnosci
biologicznych mikroorganizméw zawartych w hodowlach oraz zakwitach cyjanobakterii
izolowanych z Morza Battyckiego, wykazano obecno$¢ zwigzkow produkowanych przez te
organizmy o aktywnos$ci przeciwnowotworowej, enzymatycznej oraz modulujacej wzrost
bakterii zarowno Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych [1,2,3]. Wskazano potencjalne
zwigzki niskoczasteczkowe, jak rowniez geny potencjalnie odpowiedzialne za wystepowanie
danej aktywnos$ci biologicznej [1,2,3]. Praca ta pozwolita na poszerzenie wiedzy o
biordéznorodno$ci cyjanobakterii zasiedlajgcych Morze Baltyckie, a takze udowodnita
skuteczno$¢ laczenia tradycyjnych technik badania aktywnos$ci biologicznych opartych na
analizie ekstraktow komorkowych z nowoczesnym narzedziem biologii molekularnej, jakim

jest metagenomika.
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