Oponentni posudek na disertaci Mgr. Aleksandry Kapuscik: Secondary
metabolites from terrestrial cyanobacteria.

PredloZena disertatni prace predstavuje kompaktni a uceleny piehled o badatelské ¢innosti
autorky v oblasti sekundarnich metaboliti sinic, jejich izolace a charakterizace biologickych aktivit
zv]asté s ohledem na jejich protizanétlivé ucinky.

Jedna se o velmi zajimavou problematiku, kterd ma silnou oporu v dlouhodobém zaméfeni
pracovisté, kde byla prace vytvorena. Studium sinic predstavujicich jedny z nejlispésnéjsich
organismii na zemi, ma rozmér nejen biologicky, ale také ekologicky. Vzhledem k tomu, Ze vétSina
klinicky pouZivanych 1éc¢iv jsou bud’ pfimo pfirodni latky anebo jejich derivaty, je snaha o izolaci a
charakterizaci doposud neprostudovanych pfirodnich latek vysoce aktudlni téma pro soucasnou
humanni medicinu.

Po formalni strance je prace piehledna, kompaktni a dobfe organizovana. Disertace je
vypracovana v anglickém jazyce v rozsahu 101 stran a predstavuje soubor 2 praci publikovanych
vimpaktovanych ¢asopisech a jedné prace doposud nepublikované. Anglicky projev autorky je jasny,
srozumitelny a prace je dobre Citelnd. K jazykové strance disertace nemam pfipominky, kromé
jediné. Doporucil bych nahradit slovo ,developing” za ,development of" v cilech projektu (strana 18
a 90), tak aby slovo bylo pouZzito gramaticky spravné a v souladu s dal$imi body cili projektu jako
substantivum.

V prvni ¢asti disertace je hutny informativni ivod do problematiky, ktera predstavuje ramec
pro dizerta¢ni praci. Uvod je v souladu se zaméFenim prace zvl4$té orientovan na znamé sekundarni
metabolity sinic, jejich metabolismus a publikované biologické vlastnosti. Je pomérné vycerpavajici,
doplnény o chemické struktury a podloZzen s dostatecné rozsahlym a aktualnim poznamkovym
aparatem

Pokud bych mél byt kriticky, doporucil bych vénovat vice usili diskuzi v zavéru prace (VIII
Conclusions). Prace by méla vyssi cenu, pokud by byla syntéza vypracovana podrobnéji, rozsahleji a
diskuze vedena s vétsim nadhledem a zaroven hloubéji. Disertace poskytuje dostate¢ny prostor pro
zhodnoceni vyznamu jak publikovanych dat, které jiZ prosly naro¢nym recenznim procesem, ale také
vysledki a zkuSenosti nepublikovanych. Nedocenitelna je zde pravé prileZitost zamyslet se nad

vysledky a zkuSenostmi z takto rozsahlého projektu v celku.

Predkladana prace zaujme mimo jiné rozsahem pouzitych modernich a pomérné naro¢nych
technik jako jsou preparativni metody pro izolaci pfrirodnich latek, analytické metody vyuzivajici
hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim, NMR a infrafervenou spektrometrii, dale testovani
s vysokou propustnosti (HTS) pomoci technologie AlphaLISA™. Déle byly v praci vyuzity metody
konfokalni mikroskopie, pokrocilé time-lapse mikroskopie a ECIS impedan¢ni technologie pro
monitorovani stavu tkanovych kultur.

V této souvislosti bych rad polozil otazku tykajici se navrzené experimentalni strategie pro
identifikaci latek s protizanétlivym G¢inkem. Prestoze je AlphaLISA vysoce specifickou a citlivou
metodou, je pomérné nakladna. Nebylo by vyhodnéjsi pouzit jako primarni screenovaci metodu
translokaci NFkB do jadra a v konfirmacénf fazi zvolit AlphaLISu? Kromé ekonomického hlediska zde

PP A4

miiZe byt i dal$i motivace: inhibice translokace NFkB do jadra miiZe byt obecnéj$im déisledkem anti-



inflamatornich aktivit testovanych latek nez je downregulace exprese IL-8 a ICAM-1.
V konfirmacnich experimentech by bylo moZné zamérit se na dalsi proinflamatorni cytokiny jako
jsou napft. IL-6 a dalsi. UvaZuje autorka v budoucnu rozsitfeni téchto studii na primarni buiiky od
pacientii napft. s onkologickymi onemocnénimi, kde by nebylo nutné navodit expresi pomoci TNFq,
ale bylo by moZné se zméfrit pfimo na inhibici exprese téchto cytokinti v nddorovych tkanich?

Ma dalsi otdzka mifi k provadéni cytotoxickych analyz. Piekvapila mne pomérné kratkodoba
24 hodinova expozice bunék viici testovanym latkam. V takto kratké dobé mohou byt zietelné
detekovany pouze velmi silné cytotoxické vlastnosti latek ve vysokych koncentracich. Dlouhodobéjsi
inkubace (48-72h) v nizSich koncentracich mohou poskytnout jemnéj$i informace o vlivu
testovanych latek na proliferaci a metabolickou kapacitu bunék.

Vyse uvedené namitky nijak nesnizuji kvalitu pfedloZené prace, ktera je na vysoké urovni.
Vzhledem k vy3e uvedenym skute¢nostem se domnivam, Ze prace spliiuje poZadavky kladené na
disertaci a doporucuji, aby byla podkladem k udéleni titulu Ph.D. podle platnych pravnich piedpist.

David Sedlak, Ph.D.

CZ-OPENSCREEN: Narodni infrastruktura pro chemickou biologii
Ustav molekularni genetiky
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Opponent’s review of Aleksandra Kapuscik PhD. thesis ,,Secondary metabolites from terrestrial
cyanobacteria®

The work of Aleksandra Kapuscik is dealing with a very demanding topic which is searching for a novel
biologically active molecules in a non-standard natural sources. I would like to stress also the particular
inter-disciplinary importance of research of secondary metabolites of terrestrial cyanobacteria, which are
used as a food or medicinal products in some traditional cultures. In the next paragraphs my review will be
dedicated particularly to the isolation and identification of these metabolites, which corresponds to my
professional experience and knowledge.

The presented work contains 101 pages. Introduction review encompasses overview of compounds
produced by cyanobacteria. Page 18 contains aims of the work which are” developing of high throughput
platform for screening of anti-inflamatory compounds, isolation and characterization of a new cyanobacterial
compound and risk assessment of cyanobacterial toxicity.

Isolation and characterization of cyanobacterial secondary metabolites are described in the text as such
(pages 19-24) as well as in published papers enclosed. Even mere mastering of isolation, analysis and
identification of such complex metabolites alone require substantial deal of work, which is highly
appreciated. It is clearly stated that some part of identification work was done in cooperation with the
prominent experts in the field, which was from my point of view necessary. Both isolation and identification
of structures are excellent and I did not managed to find any mistake or luck of support for the conclusions
being done.

Regarding the formal perspective, the work is written transparently reflecting the enthusiasm of the
author and it is well-accessible and comprehensible for the reader. Still I have some comments on details,
some of them are just notes, for some of them I expect some answers in the course of defence.

1. Introduction of the work contains a list of cyanobacterial secondary metabolites and their activities.
It is clearly stated (p. 10) that prominent metabolites are mentioned only. However, in such a case,
the reader would expect references to the most important reviews. Such references are missing and
even a brief search in the field indicated that some reviews are not covered (e.g., Nagarjan et al., J.
Applied Toxicol. 2012).

2. Both the text and some manuscripts contain misprints, there are not so many, but I still believe that it
would be possible to avoid them (e.g., JBS 18, p. 72, [M-H" two times).

3. I managed to find that the name of aeruginosin 865 corresponds to its molecular ion. How many
aeruginosins were isolated until now (roughly) and is their nomenclature really random as seems to
me?

4. It seems to me that some even crucial statements are very general and I feel some lack of support by
literature references. Two examples Page 92: “The novel cyanobacterial. aeruginosin..is the first
compound found in a terrestrial Nostoc strain”. I have not found a list of aeruginosins from aquatic
Nostoc species, neither the list of other aeruginosins produced by other cyanobacteria making me
possible to realise, if some of them could be also terrestrial. “The new aeruginosin possesses unique
structural features not described within this group of peptides before, like the presence of uronic acid
and fatty acid moiety”. I have no doubt that the isolation and characterization of aeruginosin 865 is
excellent work, but references are missing for, e.g., other cyanobacterial metabolites containing both
lipid and sugar moiety (and they exist), diversity of sugars or lipids present in such types of
secondary metabolites, etc. Such explanation is not provided also in papers.

In spite of my minor comments, I consider the work by Aleksandra Kapuscik as very good and recommend it
for the defence.

In Ceské Budg&jovice, 14™ April 2014 Alexandr Jegorov
Teva Czech Industries
BraniSovska 31
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Pfedkladana prace Aleksandry Kapuséik se zabyva vyzkumem biologicky aktivnich
latek produkovanych sinicemi, se zaméfenim na vyvoj a aplikaci metod vhodnych pro
identifikaci a izolaci novych sinicovych metaboliti ovliviiujicich biomedicinsky vyznamné
biochemické, molekularni a bunééné procesy. Prace se specificky vénovala bioaktivnim
latkam izolovanym ze sbirkovych kultur bentickych sinic, s vyuZitim preparativnich metod,
frakcionacnich postupti a in vitro sav¢ich modeli a pro identifikaci, izolaci a charakterizaci
slou¢enin pomoci postupi efektem-fizené analyzy.

Dizertaéni prace je zpracovana na 101 stranach, ¢lenéna do 10 kapitol. Prvni kapitolou
je uvod do problematiky sekundérnich metabolitli sinic, nasledovana shrnutim cili prace a
kapitolou s pfehledem metod pouzZitych pfi feSeni prace. Vlastnim jadrem prace jsou pak
ziskané vysledky prezentované a diskutované ve tfech kapitolach tvofenych dvéma
publikovanymi ¢lanky resp. manuskriptem pro pfipravovanou publikaci, nasledované
shrnutim a zavérem.

Piedmétem studia v ramci dizertani prace byly pfedev§im farmakologicky vysoce
zajimavé protizanétlivé a imunomodula¢ni u¢inky sinicovych extraktt, kdy bylo vyuzito
nového pfistupu, ktery kombinuje sledovani vlivu sinicovych metaboliti na TNF-alfa
indukovanou produkci vybranych zanétlivych regulatori v lidskych endotelidlnich buiikach
HLMVECs pomoci metody AlphalLISA, a paralelni hodnoceni viability a bariérové funkce
endotelidlnich bun€k méfenim bun&éné impedance v redlném €ase. V ramci feSeni prace se
podafilo nejen demonstrovat vysokou robustnost a efektivitu metody AlphaLISA a ukazat jeji
pouzitelnost ve vysokokapacitnim screeningu modulatorti zanétu, ale pfedev§im pomoci takto
optimalizovaného postupu ziskat zcela origindlni informace o schopnosti sinicovych
metaboliti nostopeptolidi A1/A3 potlaovat v netoxickych koncentracich produkci IL-8 a
ICAM-1 indukovanou pisobenim TNF-alpha. Tyto vysledky byly uspé$né publikovany v
mezinarodnim recenzovaném ¢asopise.

Pomoci zminéného in vitro pfistupu se nasledné podafilo identifikovat, izolovat a
aeruginosinu 865, ktery byl izolovan ze sinice Nostoc sp. V tomto piipad€ se navic podafilo
prokazat, Ze protizanétlivé ucCinky aeruginosinu-865 jsou zplsobeny zablokovanim
translokace proteinového komplexu NF-kappaB do jadra. Vysledky byly opét publikovéany v
mezinarodnim recenzovaném ¢asopise.

V posledni ¢asti prace se autorka zabyvala screeningem cytotoxickych G¢inki u cca
120 methanolovych extrakti bentickych sinic pomoci riiznych in vitro modell, zahrnujicich
lidské a hlodav¢i permanentni linie i primarni buiiky. Vysledky ukazaly, Ze zhruba 20%
extrakti vykazuje silné cytotoxické uc€inky u lidskych bun€k. U &tyf z osmi extrakth
vybranych k podrobnéj§imu studiu pomoci frakcionace a efektem-fizené analyzy byly
cytotoxické u€inky spojeny konkrétni frakci eluovanou z HPLC, coz svéd¢i o existenci dosud
nepopsanych sinicovych cytotoxini. Tyto vysledky jsou prezentovany ve form€ manuskriptu
pfipravovaného k publikaci.

PiedloZena diserta¢ni prace piinasi celou fadu novych origindlnich poznatk, které se
tykaji nejen vyvoje a optimalizace novych pfistupti pouZitelnych pro identifikaci a
charakterizaci bioaktivnich molekul sinic, ale také uspé$né charakterizace novych typia G€inkt
metabolitl sinic a identifikace novych metabolith sinic. O kvalité ziskanych vysledki sv&dci
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jejich publikace v mezinarodnich recenzovanych odbornych ¢asopisech, kde prosly naroénym
oponentskym fizenim. K praci mam proto jen dil¢i pfipominky a dotazy do diskuze:

1) V ivodnim pfehledu sinicovych sekundarnich metabolitd by si dle mého nazoru zaslouZila
své misto také skupina nostopeptolidii, nebot’ je t€émto laitkdm vénovana cela ¢tvrta kapitola.
V jakém vztahu (chemicky, biosynteticky, evolu¢n€) jsou popisované nostopeptolidy Al a A3
produkované sinici Nostoc sp. ve vztahu k nostopeptolidim izolovanym ze Solanum sp.,
Neurospora sp. nebo Acinetobacter?

2) V textu je opakované a v riznych variacich zmifiovano pouziti kolonek "C8 Oasis HLB".
C8 je oznaceni b&€Zn€ pouzZivané reverzné fazové sorbenty na bazi oktyl-modifikovaného
silikagelu, zatimco Oasis HLB je kopolymemi sorbent poly(divinylbenzen-N-
vinylpyrrolidon). Mohla by autorka upiesnit, o jaky typ kolonek se jednalo (dva rizné typy
kolonek, kombinovany smésny sorbent, kolonky nového typu)?

3) Byly ziskany velmi zajimavé a originalni vysledky tykajici se schopnosti nostopeptolidi a
aeruginosinu 865 potlacovat indukci regulatori zanétu v endotelidlnich burikach, zptisobené
ziejm& blokaci translokace proteinového komplexu NFkappaB. Je mozZzné na zékladé
znamych biochemickych u¢inkd a vlastnosti téchto sinicovych metaboliti spekulovat o
moZzném mechanismu pozorovanych imunomodula¢nich G€inkl, pfipadné piimo o
mechanismu inhibice translokace NFkappaB? Jakd moZnad mechanisticka vysvétleni
pfichazeji do uvahy a jaky pfistup by autorka navrhovala pro identifikaci signalnich drah
zodpovédnych za pozorované efekty?

4) Na str. 67 je s odkazem na Cox et al. 2003 (PNAS 100, 13380-13383) uvedeno, Ze BMAA
se akumuluje v mofskych bezobratlych, ackoli zmin€na studie popisuje akumulaci této
slou¢eniny v cykasovitych rostlinach a kalonich. Existuji n€jaké jiné studie popisujici vyskyt
a akumulaci BMAA v moiskych nebo sladkovodnich bezobratlych, pfipadné dalSich
organismech?

5) V kapitole VI se domnivam, Ze "liver injury" neni nejvhodné&j$i termin pro popis
cytotoxickych u€inkti pozorovanych in vitro na priméarnich lidskych hepatocytech, doporucil
bych jeho nahrazeni napi. spojenim "in vitro hepatotoxicita". V uvodu v kapitole VI se
autorka zmifiuje o limitacich soucasnych pouZivanych in vitro modeli pro hodnoceni
hepatotoxicity. Jaké dal§i mozZnosti zvySeni in vivo / fyziologické relevance jaternich in vitro
modeli autorka spatfuje, krom&€ pouziti izolovanych primarnich hepatocytl, jejichz
dostupnost je do zna¢né miry omezena?

6) Vysledky ziskané v ramci kapitoly VI jsou diskutovany s ohledem na moZnd humanni
rizika puisobeni sinicovych metabolitl. Jsou ziskané vysledky poukazujici na existenci dosud
neidentifikovanych cytotoxickych metabolitii sinic zajimavé i z biomedicinského hlediska a
pro¢? Pokud ano, je Skoda, Ze tento aspekt neni v kapitole VI, shrnuti a zdvérech prace vice
akcentovan.

Zaver

Z disertaéni prace je ziejmé, Ze autorka nejen uspéSné prakticky zvladla celou fadu metod
pouzivanych ve vyzkumu bioaktivnich latek (extrakce, frakcionace a purifikace latek, in vitro
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metody pro hodnoceni protizanétlivych u¢inkii a cytotoxicity), ale prokazala také tviréi
schopnosti pfi vyvoji novych metod a piistupl pro studium pfirodnich bioaktivnich latek a pii
planovani védeckych experimenti. Zaroven prokazala schopnost zpracovat, diskutovat a
interpretovat ziskané originalni vysledky a spé$né je prezentovat v odbornych ¢asopisech a
na védeckych konferencich.

Pfipominky a dotazy oponenta nijak nesniZzuji kvalitu disertatni prace, ktera spliiuje
pozadavky kladené na diserta¢ni praci v daném oboru. Proto ji doporucuji k obhajobé.

V Bme¢ dne 30. dubna 2014 : )
%Mﬂ(@ ba/% o

RNDr. Pavel Babica, Ph.D.
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