Oponentsky posudek disertaéni prace Mgr. Jana Duska: ,Development of novel

Constitutive androstane receptor (CAR) ligands*

Disertacni prace je predkladana k obhajobé pied ukoncenim doktorského studia v oboru
Farmakologie a toxikologie na Katedfe farmakologie a toxikologie Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Byla vypracovana pod odbornym vedenim Skolitele

pana prof. PharmDr. Petra Pavka, Ph.D.

Prace se zaméfila na aktudlni problematiku ulohy nuklearnich receptorit (NR) pii regulaci
metabolickych pochodli zahrnujicich endogenni i exogenni latky véetné 1é¢iv. NR ovliviuji
fadu d&ju v organismu, jako jsou rist a vyvoj, metabolismus, homeostatické déje a reakce
imunitniho systému. Proto jsou povazovany za potencidlni molekuldrni cile pro nova léc¢iva
v fad¢ terapeutickych oblasti (nadory, metabolickd onemocnéni, poruchy autoimunity,
neurodegenerativni onemocnéni aj.). Agonisté PPARa a PPARY jsou pfikladem Usp&$ného
vyuziti NR pifi farmakoterapii. Detailni pozornost byla veénovéna konstitutivnimu
androstanovému receptoru (CAR). Jedna se o vhodné zvolené téma, protoze soucasné
poznatky o tomto nukledrnim receptoru jsou zna¢né netiplné. CAR a pregnanovy X receptor
plni dulezitou funkci senzorti, které mobilizuji metabolismus a exkreci toxickych xeno-

a endobiotik.

Skolitelské pracoviité se systematicky vénuje problematice mechanismii regulace
metabolismu a transportu 1é¢iv prostfednictvim intracelularnich receptorti jiz delSi dobu a na
v mezindrodnim méfitku velmi vysoké trovni. Publikace z této oblasti od autorti z pracovni
skupiny prof. Pavka ziskaly opakované ocenéni Ceské spoleénosti pro experimentalni
a klinickou farmakologii a toxikologii a také cenu piedsednictva CLS JEP za nejlepsi
védeckou praci za rok 2016. Na kvalité disertatni prace se projevila hlubokd znalost
problematiky a dostupnost vhodnych vyzkumnych metod pocinaje in silico molekularnim
modelovanim ptfes celé spektrum in vitro metod aZ po in vivo humanizované experimentalni

modely.

Disertace ma standardni formu komentovaného souboru publikaci. Je pfehledn€ uspotadana a
peclivé sepsana v anglickém jazyce. Teoretickd ¢ast ma 28 stran. Mgr. Dusek v ni uvadi
zakladni informace k tématu v dostate¢ném rozsahu a spravné akcentuje poznatky se vztahem

k cilim vlastni prace. Prvni kapitola strucné popisuje strukturu nukledrnich receptord,



mechanismy regulace genové transkripce a relevantni cilové geny a proteiny, vyznamné pro
eliminaci xenobiotik. Ve druhé kapitole jsou uvedeny podrobné informace o strukturach
lidskych a mySich geni a proteini CAR. Detailné je popsana piima aktivace CAR po vazbé
ligandu na vazebné misto na receptoru a nepfimy mechanismus, pii kterém jsou defosforylace
CAR a jeho ptfesun do jadra vyvolany prostiednictvim vazby ligandii na receptor pro
epidermalni rastovy faktor (napt. fenobarbital) a antagonizaci u¢inku tohoto faktoru. Dale
jsou predstaveny doposud znamé ligandy CAR a latky, které aktivuji CAR nepiimym
mechanismem. Nésledujici podkapitoly podrobné uvadéji, které enzymy a transportéry CAR
ovlivituje a jakymi mechanismy. Pozornost je vénovana také vlivu CAR na metabolismus
endogennich latek (glukosa, lipidy, bilirubin, zlu¢ové kyseliny a nékteré hormony) a na
bunécnou proliferaci a apoptéozu. Na zavér jsou uvedeny zdkladni poznatky o jinych
zastupcich intracelularnich receptorti s funkci xenosenzori — pregnanovém X receptoru
(PXR) a receptoru pro aromatické uhlovodiky (AHR). Splnéni cili disertace dokladaji
prilozené ptivodni védecké prace publikované v ¢asopisech s impaktnim faktorem. Komentare
jednotlivych praci maji pfiméfeny rozsah a jsou informativni. Vysledky jsou detailné
diskutovany v publikacich. Diskuse v ¢asti 7 spisu predstavuje spise struény souhrn a vy-

tyCeni dalSich smérti navazujiciho vyzkumu.

Vyjadreni ke splnéni cilii prace a dotazy oponenta
Cil prace 1: Identifikovat nové ligandy nukledrnich receptori PXR a CAR z oblasti
potravinovych aditiv rostlinného ptivodu. Ovérit, zda umélé sladidlo steviosid a jeho metabolit,

necukerna slozka glykosidu steviol jsou ligandy intracelularnich receptori

Cil byl splnén. Méfeni aktivace intracelularnich receptor pomoci transfekce n€kolika eukaryotni
nadorovych bunéénych linii reportérovymi plasmidy s luciferasou, studium genové a proteinové
exprese vybranych isoforem CYP450 a sledovani jejich enzymové aktivity v bunéénych liniich
a primarnich lidskych hepatocytech ukazalo, ze steviol mirné aktivuje PXR a AHR receptor
a neovliviiyje jiné intraceluldrni receptory. Steviosid nemél na studované receptory vliv. V kultute
primarnich lidskych hepatocytt steviol zvysil genovou expresi a enzymatickou aktivitu CYP3A4

a 1A2 a vykazal slabou inhibi¢ni aktivitu viici CYP3A4 a 2C9.

Jedna se o origindlni poznatky ukazujici na moznost interakci mezi 1éCivy — substraty CYP3A4

a 2C9 a umélymi sladidly — glykosidy steviolu.

Otazka 1: Pokuste se o in vitro-in vivo extrapolaci zavérl prace. Jaké jsou in vivo poznatky
o kinetice glykosidii steviolu. Jsou koncentrace pouzit¢ vin vitro studiich dosazitelné po

konzumaci potravin a napoji obsahujicich tato sladidla?



Cil prace 2: Objev novych ligandi mysiho CAR — polyfenoll se strukturou blizkou stilbenu.
Studium interakce mezi tetramethoxystilbenem a CAR pomoci CAR-dependentnich gentl.

Cil prace byl splnén. Origindlnim poznatkem je zjiSténi, Ze tetramethoxystilben je agonistou na
myS§im CAR, ktery indukuje mysi enzymy Cyp a dal§i proteiny zavislé na CAR. Na rozdil od
znamého ligandu TCPOBOP nezpusobuje proliferaci hepatocytii a jaterni hypertrofii u mysi in
vivo, neovliviluje CAR-dependentni geny zpUsobujici proliferaci a stimuluje apoptozu
mechanismem nezavislym na CAR.

Cil prace 3: Studium teriflunomidu jako neptimého agonisty lidského CAR receptoru.

Cil prace byl splnén. Leflunomid je jiz dlouho pouzivan jako klasické alternativni
imunosupresivum-DMARD v 1é¢bé revmatoidni artritidy. Teriflunomid je jeho dominantni
cirkulujici metabolit vznikajici pfedevSim v dasledku mohutného first-pass efektu.
Zajimavosti teriflunomidu je extenzivni enterohepatdlni cirkulace v rozsahu podobném
zluCovym kyselinam. Teriflunomid je vlastni Gc¢innou latkou. Nové se uplatituje v 1écbe
roztrouSené sklerdzy. Cil prace byl splnén. Prace pfinesla origindlni a velice zajimavé
poznatky. Bylo prokdzano, ze teriflunomid nepiimo aktivuje CAR stejnym mechanismem
jako fenobarbital a fenytoin — zasahem do signalizacni kaskady EGFR. DalSim zji$ténim je,
ze teriflunomid a leflunomid aktivuji glukokortikoidni receptor a na ném zavislé geny
ovlivityjici glukoneogenezi a syntézu zlucovych kyselin.

Otazka 2. Jaké riziko interakci mezi jinymi 1éCivy a leflunomidem / teriflunomidem plyne
z ovlivnéni enzymil a transportérti zavislych na CAR? Pfinesly doposud publikované klinické

interak¢ni studie s leflunomidem / teriflunomidem poznatky potvrzujici vaSe vysledky?

Cil prace 4. Vyvoj novych selektivnich agonisti CAR zahrnujici screening knihoven
kandidatnich latek, identifikaci moznych selektivnich a silnych agonistii a ovéfeni interakce
perspektivnich kandidatnich molekul s CAR v primérnich lidskych hepatocytech a pomoci
humanizovaného mysiho modelu (hCAR/hPXR/hCYP3A4). Na bunéénych liniich byla
testovana také cytotoxicita vybranych agonisti a jejich vliv na aktivitu CYP450
v mikrosomalnich esejich. Oponent se nemohl podrobn& seznamit s vysledky této cCasti
disertace, protoze jsou podkladem pro patentovou piihlaSku EP 19171938.4. Tato skutec¢nost
doklada splnéni cile 4.

Publikaéni aktivita uchazece
Mgr. Dusek je prvnim autorem dvou pivodnich praci v ¢asopisech s vyznamnym impaktnim

faktorem, tykajicich se tématu PGS. Prvni byla otiSténa v Casopise Food and Chemical



Toxicology (IF 3.8) a druhd byla pfijata do tisku v Casopise Toxicology Letters (IF 3.5).
Uchaze¢ je spoluautorem tieti publikace vysledki ziskanych pii PGS studiu v Casopise
Frontiers Pharmacology (IF 3.85). Jedna se o renomovana periodika s naro¢nym recenznim
fizenim. Vysledky ziskané pti PGS studiu podpotily patentovou piihlasku. V seznamu
publikacni ¢innosti je dale spoluautorstvi 3 praci otiSténych v Casopisech s vyznamnym IF,

které nevznikly jako népln PGS studia, ale fe$i podobnou problematiku.

Zavér a doporuceni.

Disertacni prace Mgr. Duska je velmi kvalitni. Pfinesla mnoho originalnich poznatki.
Uchaze¢ prokazal schopnost dobie teoreticky a prakticky zvladnout narocné vyzkumné
projekty a mnoho experimentalni technik. Podle prohldSeni o autorstvi byl jeho podil na
publikacich zasadni. Podilel se na designu experimenti, realizoval jejich velky pocet a byl
velmi aktivni i v publikacni fazi. Publika¢ni aktivita uchazece prevysila pozadavky na

studenty PGS na UK.

Proto doporucuji komisi pro obhajobu, aby prijala diserta¢ni praci jako podklad pro

udéleni akademického titulu Ph.D.
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