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dizerta¢nej prace Mgr. Anety Vavrovej na tému:

ROLE OF THE POST-TRANSLATIONAL MODIFICATIONS
IN THE FUNCTION OF PREGNANE X RECEPTOR

(Skolitel’: Prof. RNDr. Zden¢k Dvotak, DrSc. et Ph.D.)

V predlozenej dizerta¢nej praci autorka prezentuje povodné metodické pristupy, ktoré
umoznili ziskat' autorke dizerticie vyznamny pocet povodnych vysledkov tykajucich sa
vyskumu post-translacnych modifikacii vo vztahu k funkénosti jadrového pregnan X
receptora (PXR) — transkripného faktora indukovatelného mnozstvom chemikalii
endogénneho ako aj exogénneho charakteru. Autorka dizertacie v teoretickej Casti dizertacie
uskuto¢nila precizny rozbor o siasnom stave problematiky, o svedci o jej vel’kom rozhlade
v danej vednej oblasti. Naviac, autorka dizertacie pracovala na renomovanom pracovisku
Vv prostredi s vybornym vedomostnym a metodickym zdzemim, o tieZ vel'mi priaznivo
prispelo k vysokej Grovni predkladanej prace.

Zakladnymi ciel'mi dizertacnej prace bolo priniest’ nové vysledky, tykajice sa ulohy
treoninovych a tyrozinovych zvyskov aminokyselin v molekule PXR vo vztahu k jeho
funk¢nosti ako transkripéného faktora.

Aktualnost’ zvolenej témy:

Aktualnost’ zvolenej témy je nepopieratel'nd, nakol'ko vyznamne prispieva
k objasneniu  stvislosti medzi regulaciou expresie cielovych génov zGcastiujicich sa
metabolizmu zlucenin endogénneho alebo exogénneho charakteru prostrednictvom PXR ako
aj dalSich regulacnych signalnych drah. Vysledky, ku ktorym autorka dizertacie
experimentalnym spdsobom dospela a ktoré preciznym spésobom prezentuje v predkladanej
dizertacnej praci jednoznacne dokumentuji vysoku aktudlnost’ rieSenia zvolenej témy.

Plnenie ciel’ov dizertacie:

Narocnost’ cielov a Siroky diapazén roznych rieSeni, ktorymi autorka dizertacie
prispela k objasneniu modulacie transkripénej aktivity PXR pomocou post-translacnych
modifikacii uvedeného jadrového receptora. Autorka dizerticia sa zamerala hlavne na
analyzu fosforyla¢nych reakcii PXR s dérazom na vybrané Specifické aminokyseliny, ktoré
si schopné sa tymto spdsobom modifikovat. Pomocou bioinformatickej analyzy
potencidlnych fosforylacnych miest na molekule receptora, navrhli sa cielene mutantné formy
PXR. Désledny interdisciplindrny experimentalny pristup k rieSeniu jednotlivych
stanovenych cielov na Skoliacom pracovisku povazujem za velké pozitivum aj tejto
predkladanej prace. Napriek narocnosti stanovenych cielov, Siroka paleta pdvodnych
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vysledkov autorky dizertacie naznacuje, ze ciele dizertacie boli splnené v plnom rozsahu
definovanom v predkladanej praci.

Zvolené metody vyskumu:

V praci bola pouzita Siroka paleta naro¢nych najmodernejsich metodickych pristupov,
kde dominuju konvenéné ale i1 vysoko Specifické metody molekularnej a bunkovej biologie
(reverzna transkripcia s naslednou polymerazovou ret'azovou reakciou — RT PCR, ,,Western
blotting®, ,,Reproter gene assay“, ,.Electrophoretic mobility shift and supershift assay —
EMSA®, ,,Co-immunoprecipitation” reakcie) ako aj in silico analyzy, t.j. Spi¢kové
a sofistikované metodické pristupy ktoré vyzaduju kvalitné a financne narocné materialové a
pristrojové zadzemie.

Vysledky dizertacnej prace:

Za velmi vyznamny vysledok povazujem zavedenie a optimalizovanie
neradioaktivnej metody EMSA, ktora autorke dizertacie umozZnila sledovat’ vizbu 'udského
PXR na $pecificky usek na molekule DNA, tzv. DR3 (,,direct repeats motif*‘) na promotore
génu pre CYP3A4 pri pouziti produktov ,,in vitro* translacie proteinov PXR a alfa-formy
retinoidného X receptora (RXRa) ako aj nuklearneho extraktu I'udskych nadorovych HelLa
buniek kr¢ku maternice. Rovnako vyznamnymi st vysledky tykajice sa ko-
imunoprecipitaénych reakcii pre Studium tzv. ,protein — protein“ interakcii ako aj
transkripénej aktivity réznych mutantov pregnan X receptora. Vyznamnymi prinosmi
dizertacie je rad povodnych vysledkov, tykajucich sa vplyvu mutantnych foriem PXR na
expresiu cytochrom P450 génu CYP3A4 ato mRNA ako aj proteinovej Grovni. Medzi
vel'mi vyznamné vysledky rozhodne patria idaje o ,,protein — protein* interakciach medzi
RXRa a mutantnymi molekulami PXR.

Prinos pre d’alsi rozvoj vedy:

PredloZena dizertacna praca predstavuje nepochybny prinos pre rozvoj poznania a to
Vv naro¢nej oblasti molekularnej biologie. Autorka dizertacie cielenym pristupom
charakterizovala funkciu troch fosforylaénych miest I'udského pregnan X receptora. Naviac,
zaviedla a optimalizovala dve vel'mi naro¢né metodické pristupy — nerddioaktivhu metodu
EMSA pre sledovanie interakcie ,,DNA — protein® a koimunoprecipita¢né reakcie pre Studium
interakcie ,,protein — protein®.

Autorka dizertdcie jednoznacne poukédzala na vyznam ziskanych pdvodnych
vysledkov, ktoré su sucast'ou dizertanej prace. Vysledkom prace a prinosom pre d’al$i rozvoj
vedy je aj Sest’ karentovanych publikacii prevazne Vv renomovanych zahrani¢nych
casopisoch s vyraznym impakt faktorom (najvyssi je 4,674, druhy najvyssi je 3,303), pricom
autorka dizerticie je prvym autorom v dvoch karentovanych publikaciach. Dalej
menovana bola autorkou alebo spoluautorkou 8 prezentacii, prevazne na zahrani¢nych ale
i domacich vedeckych podujatiach.

Poznamky a pripomienky:

J Uspesny vedecky prinos vo forme novych poznatkov prispievajucich k objasneniu
stvislosti medzi PXR signalnou drahou, sprostredkujucej regulaciu expresie génov
metabolizujucich exogénne chemikalie (medzi ktoré patria i lieCiva) ma Siroku vyuzitenost’
v mnohych vednych odboroch. V sucasnosti je zname, ze existuje tzv. ,,cross-talk medzi
glukokortikoidnym receptorom a PXR. Aké su konzekvencie tejto ,,spoluprace dvoch
signalnych drah (GR a PXR) z hl'adiska metabolizmu lie¢iv v organizme?
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. Malym formélnym nedostatkom je tvrdenie, ze pregnan X receptor (PXR) je ,,orphan
receptor (str. 12), citované su prace z roku 1998. PXR podl'a novsich literarnych udajov
,»postupil“ do skupiny tzv. ,,adopted orphan receptors®, resp. do skupiny tzv. ,,new receptors
NRI1I podrodiny nuklearnych receptorov (The NC-IUPHAR Compendium on Nuclear
Receptors, 2006).

Zaver:

Predlozena praca vypracovand autorkou dizertacie s velkou preciznostou je
originalnym prinosom pre vednu oblast’ Biochémia a predstavuje vyznamné dielo rozsirujuce
poznanie V oblasti Glohy, vlastnosti a funkcie pregnan X nuklearneho receptora. Predlozena
dizertaéna praca Mgr. Anety Vavrovej spiiia vietky naleZitosti prace typu ,,Ph.D. thesis“.
Z tychto dovodov

navrhujem,

aby po uspesnej obhajobe doktorandskej dizerta¢nej prace bola Mgr. Anete Vavrovej
udelend hodnost’ Ph.D. v odbore P1416 Biochémia

V Bratislave, 30.05.2013 Ing. Julius Brtko, DrSc.
veduci vedecky pracovnik
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