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Prace se zabyva studiem cyklosporini, silymarinti a jejich vzdjemné interakce b&hem
pusobeni v Zivo¢iSné burice. Jedna se o aktudlni téma, které bylo ve své dobé iniciovano
spolupraci s farmaceutickou firmou. PfedloZeny text ma v dne$ni dob&é bé&Znou strukturu
disertatni prace sloZené znékolika publikaci. Celd je napsana v anglickém jazyce, bez
vyraznych chyb. Ma 79 stran a sklada se z ivodu, kapitol obsahujicich jednotlivé ¢lanky a
shrnuti.

V Gvodu jsou popsany latky, jejichZ studiem se autorka zabyvala. Prvni je popsan cyklosporin
A, jeho vyskyt, struktura, funkce a vyuZiti k terapeutickym u¢elim, ale i vedlejsi t¢inky. Jsou
zminény i jiné druhy cyklosporinii. Dale nasleduji silymariny, skupina G¢innych latek z
Ostropestice marianského. Je shrnuto jejich terapeutické pouZiti i zndmé molekularni
mechanismy jejich piisobeni. Na zavér se autorka zmifiuje o vzadjemém piisobeni cyklosporini
a silymarinti v organismu.

Cilem prace bylo odpovédé&t na tfi zékladni otazky. Jak se vaze cyklosporin A a silymariny na
plasmatickou membranu krysich jater a jestli se tato vazba jednotlivymi latkami vzijemné
ovliviluje. Jakou roli ma cyklosporin A pfi oxidativnim poskozeni bun&k jater a mozny tcinek
silymarinii jako antioxidant pfi jejich ochrang. Jak se vzajemné ovliviiuji cyklosporin A a
jeho derivaty pfi interakci s plasmatickou membranou.

Na kazdou z téchto otdzek ma odpovédét jedna publikace, ktera je soudasti predloZené prace.
Celkem se tedy jedna o tii prace, z nichz dvé jiz vySly v recenzovanych Casopisech, jedna je
zaslana do redakce. U vSech téchto publikaci je autorka na prvnim misté coZ naznacuje jaky
byl jeji intelektudlni pfinos k této praci. Lze konstatovat, Ze otazky kladené v cilech prace

byly zodpovézeny.



Ziskané vysledky jsou ptvodni, hlavni pfinos vidim v alespoii ¢asteéném odhaleni otazky
interakce cyklosporini a silymarind v buiice. Z n€kterych nedostatkl v pfedloZzené disertaci
usuzuji, Ze na ni autorka pracovala dostate¢né samostatné.

Neni mi jasné, pro¢ Gvod uzavira kapitola o uéinku cyklosporinu A ve vztahu k oxidativnimu
poskozeni bunék. Nehodila by se tato kapitola spi§ do ¢asti o cyklosporinech a zminku o
silybinu, jako ochrané¢ pted poSkozenim vloZit do kapitoly o interakci cyklosporini a
silymarini? Stejné tak nerozumim pro¢ se vyskytuje posledni odstavec kapitoly o interakci
cyklosporinti a silymarini pravé na tomto misté. Tyto mé pfipominky musi byt brany jako
poznamky ¢tenafe, ktery neni podrobné seznimen s problematikou, v ivodu hleda zdroj
pouceni ale ob&as se v ném bohuzel ztréci.

Préaci hodnotim spiSe jako primérnou. Trochu mne zarazilo, Ze je podle mého nazoru tak
atraktivni téma publikovano ve spiSe horSich ¢asopisech. Vzhledem k tomu, Ze piedloZena
disertace spliiuje zdkonné podminky pro ziskéni titulu PhD, doporucuji tuto praci k pfijeti a
obhajobg.

v Ceskych Budg&jovicich dne 2. 11. 2006
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F. Vacha

Otazky k ptfedlozZené praci:

Jak se pomoci excitaénich fluorescenénich spekter méfi pfitomnost LFP ve vzorku?

Jaky je mechanismus ochrany buné¢k silymarinem pfed oxidativnim poskozenim zpiisobenym
pfitomnosti cyklosporini? Jedna se o zhaSeni vzniklych reaktivnich kyslikovych radikal
nebo brani silymarin interakei s cyklosporinem vzniku téchto radikald? V prvnim &lanku se
piSe o vzdjemné kompetici mezi cyklosporinem a silymarinem pfi vazbé na plasmatickou

membranu. M4 toto néjaky vztah k zmifiované ochrané?



POSUDEK DOKTORSKE DISERTACNI PRACE

Nazev prace: Interactions of Cyclosporin Derivatives and Silymarin Flavonoids with
Plasma Membrane of Rat Hepatocyte
Disertantka: Mgr. Vladimira Moulisova

Diserta¢ni prace Mgr. Vladimiry Moulisové je zaméfena na studium interakci cyklosporinu a
silymarinu na urovni membrény potkanich hepatocytl.. Cilem pfedkladané disertace bylo
studium vazebného mechanismu cyklosporinu A a flavonoidi ostropestice marianského
(Silybum marianum) na membranu hepatocytl; studium cyklosporinu A ve vztahu k
oxida¢nimu poskozeni jaterni buiiky a moZny protektivni G¢inek flavonoid(i a charakterizace
interakci péti derivati cyklosporinu ve srovnani se zna¢enym cyklosporinem A. Disertantka
si vybrala aktudlni téma, kdy studium vzajemnych interakci latek pomaha nejen pii pochopeni
mechanismu reakci, ale pfedstavuje i perspektivni cestu pro piipravu novych &
modifikovanych biologicky u¢innych latek.

Po formalni strance je disertani prace v rozsahu 79 &lenéna na komentaf (formou tvodu,
vyty€eni cilli a souhrnu) ke tfem pivodnim pracim disertantky. Anglicky sepsana prace je
s minimalnim poftem formalnich chyb. Vivodu je nastinén soudasny stav feSené
problematiky, ktery je zpracovan srozumitelnym zptisobem, i kdyZ mohly byt pouZity novéjsi
publikované prace predevSim pro silymarin. V této Casti se autorka dopousti nékterych
nepiesnosti v terminologii. Dle mého nédzoru nepfesné pouziva termin ,purified natural
silymarins* nebo ,,CsA-silymarins interactions™ (str. 21) vzhledem k tomu, Ze silymarin je
smési flavonoidli a terminologie silymarin flavonoids je presnéjsi. I pfi popisu ucinku
silymarinu nebo v ném obsaZenych flavonoidii by mélo byt pfesné definovano, se kterou
z téchto latek byly studie provadény — u nékterych citovanych praci se autorka téchto
nepfesnosti dopousti. Ve 2. (specializované kapitole) jsou uvedeny 2 prace jiZ uvefejnéné
v zahrani¢nich Casopisech a jeden rukopis odeslany do tisku. Vzhledem k tomu, Ze tyto prace
prosly recenznim fizenim v renomovanych ¢asopisech, je tim usnadnéna prace oponenta,
protoZe kvalita a originalnost vysledkti spolu s pouzitymi metodickymi pfistupy jiz byly
zhodnoceny recenzné. K t€émto publikacim mam nasledujici dotazy:

1. Prace 1. Mohou souviset rozdily ve vytéstiovani kromé vysvétleni na str. 42 také
s pripadnou rtiznou lipofilitou téchto derivata?

2. Prace 2. Pro¢ nebyly pfi studiu vlivu silybinu na lipidickou peroxidaci membran

srovnavany také dalsi flavonoidy stejné jako v praci 1 ?



K rukopisu publikace odeslané do Physiological Research mam nasledujici dotaz: V uvodni
Casti (str. 15) disertantka piSe, Ze by mély byt derivaty cyklosporinu méné toxické - zkousela
disertantka toxicitu téchto derivati pfed vlastni studii interakci s membranami? Z ceho
vychazely pouzité koncentrace cyklosporint pfi této studii?

V zavéretné cCasti (Summary) disertantka shrnuje vysledky svych studii v souladu
s vytyCenymi cily.

Pro lepsi prehlednost prace vzhledem k citovanym publikacim se mi nejevi vhodné uvadéni
citované literatury ve dvou ¢astech (za Givodem a za zédvérem). Myslim si, Ze spojenti literatury
do jednoho celku by bylo piehledné;jsi stejné jako pouziti seznamu zkratek, které by umoznily
lepsi orientaci v textu.

Vsechny uvedené pfipominky vSak nesnizuji kvalitu pfedloZené prace. Disertantka prezentaci
svych vysledkl a jejich diskusi splnila cile, které si formulovala pro svou disertaéni praci,
kterou povazuji za hodnotnou, hlavné z hlediska dosazenych novych vysledkl a navaznost na
problematiku Skoliciho pracovisté. Kvalitu uchaze¢ky dokresluje i jeji publikaéni aktivita
souvisejici s tématem disertacni prace (4) a piispévky na konferencich, které jsou uvedeny na

konci disertacni prace.

Zaver:

Prace spliuje zdkladni pozadavky na disertacni praci a autorka prokazala schopnost
samostatné védecké prace. Proto doporucuji, aby byla pfijata k obhajobé a po jejim obhajeni
byl ve smyslu paragrafu 47 Zakona o vysokych Skolach €. 111/98 Sb. udélen Mgr. Vladimite
Moulisové akademicky titul Ph.D.
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V Olomouci 27. fijna 2006 Prof. RNDr. Jj,tka Ulrichova, CSc.
Ustav 1ékaiské chemie a biochemie

Lékatska fakulta UP, Olomouc
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Jméno studenta: Mgr. Vladimira Moulisova

Pfedlozena diplomova prace piindsi uceleny pohled na skupinu cyklosporinovych derivati,
jejich strukturu, metabolismus a Sirokou paletu G¢inku, véetné jejich nejvyznamnéjsiho, a to
imunosupresivniho u€inku, kterého se vyuzivd pfi posttransplantaéni 1é¢bé a 1écbeé
autoimunitnich onemocnéni. Hlavnim uskalim pouziti cyklosporinu je piedevsim jeho
nefrotoxicky a hepatotoxicky ucinek, ktery omezuje jeho pouziti. Z tohoto divodu jsou
hledany latky, kterd by sniZily tyto nezddouci vlivy na minimum. Do skupiny téchto latek
patii i ,silymarinové® flavonoidy, které jsou znamy svymi antioxida¢nimi a membranoveé
stabilizatnimi 0Cinky. PfestoZze mechanismy interakce ,silymarinovych®“ flavonoidi na
membrané hepatocytu nejsou znamy, je mozné predpokladat, Zze budou interagovat
s membranovymi proteiny hepatocytu obdobné jako cyklosporiny. Z tohoto pohledu je tedy
nutné prozkoumat vliv flavonoidii na interakci cyklosporini s vazebnym proteinem, coz bylo i
hlavnim cilem této diserta¢ni prace. Dal$imi cily této prace bylo studium vlivu jednotlivych
derivati cyklosporinu na vazbu cyklosporinu A a zhodnoceni role flavonoidi v protekci
cyklosporinem indukované lipoperoxidace.

PredloZena prace obsahuje 79 stran véetné tfi publikaci. Je ¢lenéna na tii casti
Introduction obsahujici Cile prace, Specialized Chapters obsahujici zminéné publikace a
Summary. Dale obsahuje také Zivotopis autorky. Pro lepsi orientaci chybi snad jen kapitola
Seznam zkratek

V tivodu autorka popisuje strukturu, metabolismus cyklosporinovych derivati a také
jejich Sirokou paletu ucinkd, véetné jejich nejvyznamnéj$iho imunosupresivniho G¢inku.
Podrobné je zde popsana také interakce cyklosporinli s intracelularnimi a membranovymi
proteiny, v¢etné P glykoproteinu a MRP2. Déle se autorka detailné zabyva protektivnimi
ucinky ,,silymarinovych® flavonoidi (sylibinu, silydianinu a silychristinu), které byly
izolovany ze semen Ostropestice marianského, Silybum Marianum (L.) a jsou jako
hepatoprotektivum uzivany jiz od stfedoveéku.

V kapitole Specialized chapters jsou tfi publikace (jedna pfipravena k odeslani), které
popisuji provedené experimenty se suspenzemi hepatocytll izolovanych z potkant a jejich
vysledky.

V kapitole Summary autorka diskutuje zjisténé vysledky v kontextu se aktualni
literaturou a hodnoti zavéry plynouci z vysledki jejich experimentti.

Kladné hodnotim velkou piehlednost zpracované problematiky a jeji $ifi, ktera sveédci
o vyborném zvladnuti studované problematiky, nejen ze strany teoretické, ale i
experimentdlni. Tato prace je piinosem pro vSechna pracovisté zabyvajici se studiem
vazebnych proteinti a vysledky této prace jsou v kontextu v roce 2006 publikovanych praci
zabyvajicimi se podobnou problematikou.

Doporucuji, aby dana prace byla obhajena jako prace disertaéni a byla zafazena mezi
25% nejlepSich student.



Otazky:

1. Myslite si, Ze by mohly byt ,silymarinové* flavonoidy vhodnou volbou proti
nezadoucim uc¢inktim pii lé€bé cyklosporinem in vivo??7??

2. Nebyl by ochranny efekt omezen nizkou biodostupnosti ,,silymarinovych*
flavonoida???

- F

V Ostrave, 26.10.2006 E@ denék Svagera, Ph.D.
Ustav klinické biochemie
Fakultni nemocnice s poliklinikou Ostrava
17.listopadu 1790
Ostrava



