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POSUDEK NA DIZERTACNI PRACI Mgr. KATERINY KUBESOVE ,,IN VITRO BIOLOGICAL
ACTIVITY OF SELECTED COMPLEXES OF TRANSITION METALS” (UP, Piirodovédecka fakulta,
Olomouc)

Oponent: RNDr. Miroslav Machala, CSc.

1. Odborna charakteristika dizertacni prace

Dizertalni prace Mgr. Katefiny Kube3ové se zabyva studiem efektil vybranych koordinacnich
slouéenin (komplex{ Cu a Au) s potencialnim farmakologickym vyznamem na transkripéni
aktivity nuklearnich receptori a aryluhlovodikového receptoru. V praci byly vyuZity
reportérové eseje v kombinaci s dalsimi modernimi metodami — EMSA, gRT-PCR a Western
blotting.

Teoreticka Cast se sklada z kapitol o transitnich kovech Cu a Au a jejich vybranych
komplexnich slou€eninach, o metabolismu cizorodych latek s ddrazem na cytochromy P450
podrodin 1, 2 a 3 a o transkripénich faktorech kontrolujicich expresi téchto CYP enzymi, tedy
AhR, CAR a PXR. Teoretickou €ast Ize hodnotit celkové jako kvalitni, i pfes drobné nedostatky
a chyby (napf. kapitola 3.2 o XME obsahuje jen starsi citace a tabulka 2 naopak nezahrnuje
fazi lll; AhR neni nuklearnim receptorem apod.).

Metodicka €ast shrnuje struéné, ale zasvécené hlavni pouZité metodiky a je dopinéna
zakladnimi citacemi.

Dvé originaini prace zabyvajici se efekty vybranych Cu- a Au-komplexnich sloucenin

s medicinskym potencialem na aktivity transkripcnich faktort AhR, PXR, GR, AR, TR a VDR.
Luciferdzové reportérové eseje byly kombinovany s méfenim vybranych cilovych gend
metodami RT-PCR event. EMSA a Western blotting. Byla ziskana kvalitni a konsistentni data
publikovana v zahrani€nich ¢asopisech. Aktualnost ziskanych dat je podeprena jiz probéhlym
oponentnim fizenim jednotlivych védeckych publikaci.

Diskuse (kap. 6) je strucna, ale presné popisuje selektivni efekty komplexnich slouéenin na
transaktivaci AhR a nuklearnich receptoru. Dizertaéni prace obsahuje také zavéry a dvé

publikované prace jako pfilohy. K vécné a obsahové strance predkladané dizertace nemam
vazné piipominky. L

2. Otazky oponenta do diskuse:

2.1. Které transportéry jsou specificky cilovymi geny AhR, CAR a PXR?: 5
2.2. Dimethylformamid je v in vitro esejich pon&kud neobvyklé rozpousted|o. ‘_‘V‘kapltole 4
{Metodicka ¢ast) jsem nenasel udaj, proc bylo uZito (napf. v kap. 4 3 Zpousténi TCDD
RIF a testovanych latek). Y
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2.3. Byla testovana stabilita hladiny , house-keeping” genu GAPDH po expozici modelovymi

induktory?
2.4. Jaka je soucasna znalost regulaci genu SPOT14 v rlznych tkanich?

3. Zavér:

Celkové Ize konstatovat, Ze Mgr. Katefina KubeSova prokazala schopnost samostatné tvaréi
¢innosti, zvladla jak teoretickou, tak i experimentalni praci velmi dobfe a dizertalni prace

~ vyustila do dvou kvalitnich publikaci v zahrani¢nich impaktovanych ¢asopisech (s celkovym IF
= 8.4). Dizertacni praci proto doporucuji pfijmout a po Uspésné obhajobé udélit védecko-
akamicky titul Ph.D.

RNDr. Miroslav Machala, CSc.

vedouci odd. chemie a toxikologie
Vazkumny tstav veterinarniho lékafstvi, v.v.i.
Brno

V Brné dne 25.6.2018
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OPONENTSKY POSUDOK

doktorandskej dizertatnej prace Mgr. Katerina KubeSova, DiS. na tému:

IN VITRO BIOLOGICAL ACTIVITY OF SELECTED
COMPLEXES OF TRANSITION

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

V predloZenej dizertatnej praci autorka prezentuje origindlne vysledky, tykajuce sa
Studia mechanizmu u¢inku a farmakologickej G¢innosti vybranych koordinaénych zltéenin,
komplexov medi azlata, ktoré obsahuju vo svojej Struktire chinolinén, N-donorové
heterocyklické ligandy, resp. trifenylfosfin a deprotonovani formu O-substituovanych
derivatov 9-deazahypoxantinu. Rozbor o sii€asnom stave problematiky, tykajicej sa
izoenzymov cytochromu P450, nuklearnych receptorov, prechodnych (tranzitnych kovov)
akoordina¢nych zlicenin svedéi o dobrej orientdcii autorky dizertdcie v uvedenej
problematike ako aj o vynikajicom vedomostnom a experimentalnom zizemi pracoviska, na
ktorom bola dizertatna praca vypracovana. Zakladnymi ciel'mi dizertainej prace, opierajice;j
sa experimentalnu pracu, bol vyskum G¢inkov vybranych komplexov medi (II) a zlata (I) na
signdlne drahy xenoreceptorov a vybranych nukledrnych receptorov horménov.

Aktudlnost’ zvolenej témy:

Aktualnost’ zvolenej témy je nespornd, nakolko vysledky uvedené v dizerticii
menovanej maju svoje ,,novum‘ a nepopieratelny vyznam pre toxikoldgiu, o ¢om svedéia
i publikované prace autorky spolu s kolektivom spolupracovnikov ako aj ich moZné
perspektivne uplatnenie v klinickej praxi. Tieto fakty vyrazne zdoraziiuju vysoku aktualnost’
rieSenia zvolenej témy.

Plnenie ciel'ov dizertacie:

Siroky metodicky potencial, pomocou ktorého autorka dizertacie $tudovala biologickt
aktivitu vybranych koordinaénych zluéenin (in vitro) naznaduje na cielavedomost’ autorky
dizertacie, dobri odbornd pripravu ale aj manuédlnu zru€nost' v laboratériu. Napriek
naroCnosti cielov, vyznamny pocet ziskanych pdvodnych vysledkov naznaluje, Ze ciele
dizertacie boli splnené v plnom rozsahu definovanom v predkladanej préci.
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Zvolené metddy vyskumu:

V praci bola pouZitd Siroké paleta modernych sofistikovanych metodickych pristupov,
kde dominuji metdédy molekularnej a bunkovej biolégie (,,Reporter gene assay“, reverzna
transkripcia s naslednou polymerdzovou refazovou reakciou, detekcia proteinov metdodou
»Western blotting®, ,Electromobility shift assay — EMSA®, tj. vizobné S$tudic aryl-
uhl'ovodikového receptora (AhR) na $pecificky tisek — responzivny element na molekule
DNA), atd’., tj. metddy, ktoré nevyhnutne vyZaduji mnoZstvo kvalitnjch chemikalif,
kultivaénych médii, Specifickych linii nddorovych buniek, komponentov reakcii ako aj
kvaliiné a finan¢ne néro&né pristrojové zézemie.

Vysledky dizerta¢nej prace:

Vyznamnymi prinosmi dizerticie je rad pOvodnych vysledkov, ktoré autorka
dizertacie experimentalnou pricou s vyuZitim sofistikovanych metodickych pristupov ziskala.
Vysledky jednoznadne ukézali, 7e 1) Koordinaéné zldeniny obsahujuce v molekule
dvojmocni med’ v I'udskych hepatocytoch ako aj v nddorovych bunkovych linidch aktivuju
AhR a zéroverti indukuji gény zavislé od AhR; 2) Komplexy zli¢enin obsahujtice jednomocné
zlato st schopné aktivovat’ AhR ale aj nukledrny receptor PXR a zarovefi g indukovat
ciefové gény AhR a PXR; 3) Komplexné zltgeniny obsahujiice jednomocné zlato vykazuji
anti-androgénové ako aj anti-glukokortikoidné uéinky.

Prinos pre d’al3i rozvoj vedy:

PredloZen4 dizertatna praca predstavuje vyznamny prinos pre rozvoj poznania
mechanizmu Ufinku a farmakologickej uinnosti vybranych koordinaénych =zlidenin,
komplexov medi a zlata. Ziskané pévodné vysledky mézu najst’ podstatni vyuZitelnost’ vo
viacerych vednych odboroch, najmé v I'udskej fyzioldgii a patofyziologii. Vysledkom prace
a prinosom pre d’al§i rozvoj vedy su prezentované tri karentované publikicie, z toho dve
prvoautorské vrenomovanych zahrani¢nych d&asopisoch s vyraznym impakt faktorom
(najvyssi je 4,519, druhy najvyssi je 3,858 a treti je 3,581). Dalej menovand bola ako prva
autorka troch zo Styroch prezentacii na zahraniénych vedeckych podujatiach.

Poznamky a pripomienky:

K vykonaniu experimentalnej prace, t.j. k vyberu jednotlivych metodik, uskutoneniu
analyz, k forme vyhodnotenia a spracovania vysledkov nemam principidlne pripomienky.

. Autorka dizertacie v teoretickej asti na str. 38 podrobne vymeniiva nuklearne receptory
podrodiny 1. Do tejto skupiny vSak patri aj "farnesoid X" receptor (FXR), ktory taktieZ
heterodimerizuje s nukledrnym receptorom typu RXR. Na druhej strane, receptor typu
AhR (str. 40) nepatri do klasickej rodiny nuklearnych receptorov, je v3ak ¢lenom rodiny
transkripénych faktorov typu "basic helix-loop-helix".

. Vo vysledkovej ¢asti dizertdcie (str. 52), kde sa popisuji komplexné zluéeniny (1-4) s
dvojmocnym atémom medi by bolo vhodné poukdzat’ na prisluiné ¢islo obrazku, kde sa
Struktiry tychto latok nachadzaji. Rovnakd pripomienka plati aj pre komplexné
zlideniny zlata (str. 64). Naviac, na str. 64 v prvom odstavci, obr. 7 nekore§ponduje s
textom prvej vety, ktord uvadza dany obrazok.
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. Ako si autorka dizertacie vysvetl'uje vyrazne silny antagonisticky ucinok komplexne;j
zluCeniny jednomocného zlata, oznaenej ako "1" (3,5,3'-T; + "1") v porovnani so
zluCeninami oznaCenymi ako "2" a "3", ktoré sice tieZ vykazuju zna¢ny antagonisticky
uéinok, avsak nie az tak vyrazny ako komplexna zlu¢enina ozna¢ena ako "1" ?

« V diskusnej c&ast’ dizertdcie tiez chyba pripadny odkaz na prisluné obrazky
dokumentujice chemické Struktiry Studovanych a analyzovanych komplexnych zlti¢enin
na prislusné obrazky. Rovnako by bolo vhodné diskutovat’ vo vi¢Ssom meradle prinos pre
danu vednu oblast’, ktory vychadza z p6vodnych vysledkov uvedenych v dizertacii ako aj
v publikaciach v renomovanych odbornych ¢asopisoch.

. 'V Casti popisujucej pouziti prislunu literatiru sa hned’ v prvom riadku objavil produkt
"tlaCiarenského Skriatka", ako sa v terminoldgii minulého storo¢ia takejto chybe hovorilo,
¢o samozrejme neznizuje kvalitu predlozenej dizertatnej prace.

Zaver:

PredloZena praca predstavuje povodné prinosné vedecké dielo, ktoré bolo precizne
vypracované a je vyznamné pre rozvoj poznania v oblasti biologickych vlastnosti vybranych
typov koordina¢nych zlucenin. PredloZend dizerta¢na praca Mgr. Katefiny KubeSovej, DiS
spliia vietky néleZitosti prace typu ,,Ph.D. thesis®. Z tychto dévodov

navrhujem,

aby po uspesnej obhajobe doktorandskej dizertacnej prace bola Mgr. KateFine
KubesSovej, DiS udelend hodnost Ph.D. v odbore P1527 Biolégia

V Bratislave, 31.05.2018 o ﬂ Ing. Julius Brtko, DrSec.
) veduci vedecky pracovnik



