OPONENTSKY POSUDEK

Oponovana prace:  Disertatni prace, Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologicka, Ustav
chemie a technologie makromolekuldmich latek, Analytick& chemie

Nézev préce: Analyza vlivu komplex{ pfechodnych kovl na nadorové bunééné linie
Autor préace: Magr. Lucie Melounkové
Skolitel: Prof. Ing. Jaromir VINKLAREK, Dr.

Autor posudku: doc. PharmDr. Ondrej Soukup Ph.D.
Vypracovano v:  Hradci Kralové dne 8.11.2021

Dizertalni préace je predkladana k obhajobé v rdmci doktorského studia komentovanou formou,
k niZ je priloZzeno 7 impaktovanych publikaci, pfi¢emZ na dvou z nich je kandidatka prvnim autorem.
Kvalifikacni prace je zaméfena na studium cytostatickych a cytotoxickych uc¢ink komplex( vanadu a
molybdenu jakoZto potencidlnich cytostatik. Kromé Gginnosti je u nékterych nejslibnéjsich kandidatd
stanoven mechanismus pdsobeni pripadné studovan rozdil v G¢innosti na nadorové a nenadorové
bunécné linie. Kvalifikani prace se zaméfuje na studium vyhradné in vitro GCink( téchto nové
pripravenych komplex(, pficemZ dovozuji, Ze tyto latky byly pfipraveny na pracovisti Skolitele
kandidatky s tim, Ze vlastni biologickd méfeni byly provadény kandidatkou na pracovisti LF UK
v Hradci Kréalové pod vedenim prof. Martiny RezaGové.

Cilem prace bylo zejména sestudovat cytotoxické ucinky komplexd prechodnych kovli véetné
mechanismu jejich G¢inku, stanovit cytotoxicky Gcinek nové pripravenych komplexd pomoci WST-1
testu a pomoci pokroCilejsich metod jako pritokova cytometrie, western blot ¢i gRT-PCR stanovit
mechanismus cytotoxicity. Nutno hned v ivodu podotknout, Ze vSechny cile prace byly spinény.

V teoretické Casti jsou podrobné shrnuty poznatky o cytotoxickém Ucinku a mechanizmu pdsobeni
komplext pfechodnych kovi. V praktické asti potom byla pomoci WST-1 testu stanovena cytostaticka
aktivita rdznych strukturnich typd organokovovych komplex( vanadu a molybdenu. Vysledky
potvrdily, Ze tyto komplexy jsou vhodnymi adepty pro 1é¢bu nadorového pdisobeni. Jednoznaéné bylo
prokazano, Ze Gcinnost nejslibnéjsich sloucenin byla fadové vyssi oproti standardné vyuzivanému léCivu
c/x-platiné. Bylo mj. pozorovano, ze dochazi k antiproliferaénimu efektu s vyvolanim apoptického
procesu doprovézeneho akumulaci bunék Casto v Gl-fazi bunécného cyklu. Také, neprekvapive, Ze
cytotoxicky Ucinek je zavisly na pouZzité koncentraci a dobé plsobeni komplex(. Za velmi zajimavé
povazuji pozorovani u thiofenového komplexu molybdenu, ktery prokéazal vyrazné preferenéni plisobeni
k nadoroveé tkéani ve srovnani s bunécnou linii odvozenou od zdravé tké&né.

Z technického hlediska je prace zpracovana velmi prehledné, s minimem preklepd ¢i jinych
typografickych vad. Ke kazdé z pfiloZzenych publikaci je vZdy pfifazen odpovidajici komentf. Nad
rdmec toho je souhrnné sepséna diskuze, kterd vSak z vétsi Casti opakuje poznatky z komentére
k publikaci. Z tohoto pohledu to plsobi ponékud zbytecné, avSak na zavadu to neni a vede Gtenare
k opravdové a komplexni diskuzi a zavéru. Z predlozenych praci bych vyzdvihl prvoautorksé prace €. 3
(IF=3,3)a €. 7 (1F=3,5), kde je jednoznacné vidét, Ze biologickych stanoveni bylo provedeno vyrazné
vice za Ucelem hledani mechanismu G€inku. Dale bych vyzdvihl praci €. 6 ve vysokoimpaktovaném
¢asopise Journal of Hazardous Materials (IF>10), popisujici toxicitu grafenovych nosi¢d a jejich
,,0Cisténych* derivatd.



Z vySe uvedeného plyne, Ze posuzovand dizertalni préace je tematicky, oborové a spoleCensky
vyznamna, dosazené vysledky feSeni byly otiStény v oborové kvalitnich a vyznamnych Casopisech a
doporucuji pfedloZenou dizertani praci Mgr. Lucie Melounkové s k obhajobé bez vyhrad

Na kandidatku mam vsak nékolik dotazl, které mi vyvstaly béhem &teni dizertadni prace:

1) Meéla kandidatka néjaky podil na pFipravé novych komplex(i? Podilela se aktivné na designu

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

novych komplexd?

Rozumim spravng, ze hlavnim mechanismem G¢ind komplexd prechodnych kovi je produkce
ROS a jejich nésledné propagaci v buiice vedouci k bunécné smrti. Prosim ale o vysvétleni
pasaz ze strany 24: ,U alkylhydrazonovych derivatd komplext Mo(lV) bylo prokéazano, ze
cytotoxicitaje pfimo Umérna davce kovového komplext. Na mechanizmu pUsobeni se znacné
podili chelatace s ¢astecnym kladnym néboje na kovovém iontu sdileném s atomem
donoru ligandu, kde dochazi k delokalizaci chelatovych prstencti 7T-elektronem, ¢imz se
snizuje polaritu kovového iontu. To mulze zvysit lipofllitu kovového centra, ktera
komplexm umozni G¢inné proniknout pres lipidovou vrstvu bunétné membrany a
narusit dychaci proces v burice*.

Ve své préci pracujete s rlznymi typy nadorovych i nenadorovych linii. Mohla byste prosim
uvést vlastni nazor nebo nézor z literatury, kteryjak moc je tento cytotoxicky GCinek specificky?
Myslim tim, ze pokud nalezneme vysokou U€innost na napf. bufiky karcinomu ovaria oproti
jinym nadorovym liniim, tak tato latka v praxi opravdu je na tento nador G¢inna na rozdil od
jinych nadord.

S tim souvisi i ndsledujici dotaz. Ve vysledku 1uvédite, Ze buiiky MOLT-4 jsou vysoce citlivé.
AvSak uvedené hodnoty 1Csojsou uvedeny 2,2pM pro linii MOLT-4 a 2,3pM pro linii HL-60.
Jak moc Ize takovyto Ucinek povaZzovat za specificky?

V celé préci se Casto setkavame s pojmy ,,viabilita“ a ,,proliferace”. S tim zfejmé souvisi pojmy
»cytotoxicky* efekt resp. ,,cytostaticky* efekt. Rozumim spravné, Ze cytostaticky Ucinek se poji
s proliferaci bunék (vZdy vztazeno k neléCené kontrole) zatimco o cytotoxickém ucinku
mluvime pouze v pfipadé pozorovani mrtvych bunék pomoci metylenové modfi. Pokud ne,
prosim o vysvétleni pojmi

S tim souvisi i dalSi dotaz. Ve vysledku 3 uvadite, Ze ,,0ba testované komplexy 3b a 4b maji
cytotoxicky efekt zavisly na davce. Pfi pohledu na fig.5 v dané publikaci, zejména u latky 4b
Ize pozorovat pokles poctu viabilnich bunék bez nardistu poctu mrtvych bunék. Jedna se tedy o
cytostaticky nebo cytotoxicky efekt?

Ve vysledku 5 uvadite, ze bylo zjisténo, ,.ze komplex 6 ma selektivni Gc€inek k nadorovym
burikém, nejvice pak k linii bunék adenokarcinomu plic A549, zatimco nenddorové buriky
plicnich fibroblastli MRC-5 jsou k G¢inku komplexu 6 méné citlivé“ Toto potvrzuji i hodnoty
ICso pro obé linie 3,7 a 1,0 pM pro linii MRC resp. A549. Oviem pfi porovnani ucinku latky na
obé linie ve smyslu proliferace a viability se nenddorova linie MRC-5 jeji jako citlivéjsi. Méate
pro to néjaké vysvétleni prosim?

Prosim vysvétlete vétu na str. 130: ,,U VétSiny z nich dochazi k cytotoxickému pdsobeni bez
zéstavy proliferace bunék, pravdépodobné z diivodu $patné rozpustnosti*

V Hradci Kralové dne 8.11.2021
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Predkladana disertatni prace je vénovana biologickym Gginkim komplex( prechodnych
kovl, konkrétné cytostatickému plsobeni nové pfipravenych slouéenin molybdenu, vanadu a
platiny. Zabyva se rovnéz moznosti vyuziti grafenovych nanoc¢astic jako nosi¢l pro transport IéCiv.
Studovand problematika je vzhledem k frekvenci a zavaZznosti nadorovych onemocnéni stéle
velmi aktualni. Metaloterapeutika jsou jiz mnoho let vyuZivana v terapii fady né&dorovych
onemocnéni, vyvoj novych slouc¢enin ma v3ak potencidl zmirnit nezadouci vedlejsi uCinky této
IéCby a zvysit jeji GCinnost.

Doktorandka se uvedené problematice vénovala jiz v ramci své bakalafské a diplomové
prace. Pfedkladana disertacni prace je uspofradana jako komentovany soubor sedmi publikaci.
VSechny byly publikovéany v Casopisech s impaktnim faktorem, v rozsahu 1F 2.433 - 9. 038, dvé
publikace odpovidaji zafazeni QI, Ctyfi publikace zafazeni Q2. Doktorandka je prvni autorkou
dvou praci, v ostatnich pfipadech jejich druhou autorkou. Ztohoto vycCtu je ziejmé, Zze
doktorandka vice neZ dostatecné prokazala schopnost pfispét k rozvoji védeckého poznéni
v ramci studovaného tématu.

Hlavni naplini prace doktorandky bylo studium biologickych G¢ink( pFipravenych sloudenin
na preklinickych modelech in vitro, zejména stanoveni cytotoxického potencialu téchto sloucenin
a nastinéni molekularniho mechanismu jejich plsobeni. Vteoretické ¢asti prace se proto autorka
vénuje nékterym aspektlim regulace bunééného cyklu, zejména uloze proteind p53 ap21 ajejich
ovlivnéni bunéfnym stresem. Druha ¢ast Gvodu shrnuje soucasné znalosti o biologickych a
cytotoxickych ucincich v soucasnosti vyuZivanych i nové pFipravovanych metaloterapeutik,
posledni kapitola je pak vénovéna problematice grafenovych nanostruktur. Zexperimentalni ¢asti
vyplyva, Ze doktorandka zvladla fadu metodickych pfistupl, které vhodné vyuzila k danému cili.
Prace pfinesla nové poznatky o biologickém plsobeni komplext pfechodnych kovi s potencialné
cytostatickymi ucCinky, vCetné komplexu, ktery vykéazal selektivni Gcinnost na néadorovou

bunécnou linii ve srovnani s linii nenadorovou.
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Po formalni strance prace svou strukturou odpovidéa pozadavkim na disertaéni praci. Uvod
i diskuse jsou doloZené 278 citacemi, metody jsou podrobné popsany, vysledky ve formé souboru
publikaci jsou vhodné komentovany. Nutno vak konstatovat, Ze text prace zejména v teoretické
¢asti obsahuje fadu formalnich i vécnych nepfesnosti (napf. v popisu Glohy onkogen( a tumor-
supresorovych gend, popisu role proteinovych tyrozinfosfataz, pfi pfevodu fady anglickych
slovnich spojeni do Cestiny a také pfi pouziti a psani nékterych odbornych termin(). Dale bych

v teoretické Casti prace uvitala pasaZz vénovanou biologickému chovani metaloterapeutik in vivo.

Kpréaci mam nasledujici dotazy:
1. Kultivaéni média pfedstavuji komplexni smés mnoha organickych a anorganickych latek, které
mohou pfipadné reagovat s testovanymi slou¢eninami. Byly popsany interakce metalosloucéenin

se sloZzkami kultivaniho média? Mohou se pfipadné tykat i Vami testovanych sloucenin?

2. Nové syntetizované slouceniny prokazaly schopnost cytotoxického plsobeni in vitro. Lze nyni
na zakladé jejich struktury a publikovanych vysledk( odhadnout, jak se budou chovat
v pokusném, pfipadné lidském organismu? Budou jejich farmakokinetické vlastnosti podobné jiz

uzivanym platinovym slou¢enindm?

Doporuceni
PfedloZena disertacni prace splnila pldnované cile a zvlasté publikani aktivita doktorandky
sveédCi o jeji schopnosti tvorivé védecké prace. DoporuCuji proto pfijmout préci jako podklad

k obhajobé a na zékladé Uspésné obhajoby udélit Mgr. Lucii Melounkové titul Ph.D.

V Hradci Kralové, 27.10. 2021

doc. RNDr. Véra Kralova, Ph.D.

Ustav lékafské biologie a genetiky
Univerzita Karlova
Lékarska fakulta v Hradci Kralové
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