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Predkladana disertani prace Mgr. Lubici Mugkové se zabyva in vitro hodnocenim
cytotoxicity reaktivatori a inhibitorQ acetylcholinesterasy (AChE) a hledanim moZnych
mechanismil toxicity t&chto latek. Zvolené téma je vysoce aktualni, protoZe inhibitory AChE
(IAChE) jsou b&zn€ vyuZivany v terapii neurodegenerativnich chorob véetné Alzheimerovy
choroby. Reaktivatory AChE (rAChE) slouZi jako antidota pti [é&b& otrav organofosfatovymi
pesticidy a nervové paralytickymi bojovymi plyny. Poznani mechanismi toxicity t&chto latek
mé velky vyznam z hlediska bezpegnosti terapie i vyvoje novych 1é&iv.

Disertacni prace je pfedloZena ve slovenském jazyce v klasickém formétu a obsahuje
teoreticky uvod, popis pouZitych metod, vysledky, diskuzi, piinos prace a zavér. Price mé 150
stran a je doplnéna 42 obrdzky a 12 tabulkami. V prici bylo citovano celkem 154
publikovanych praci, z nichZ tfetina byla uvefejn&na v poslednich péti letech.

V Uvodu jsou ptehlednd a &tive shruty poznatky o in vitro modelovych systémech
vyuZivanych v toxikologickych studiich a moZnostech in vitro stanoveni cytotoxicity latek a
proliferace bunék. Diéle je pozornost vénovana tiloze oxidaéniho stresu v bun&éné smrti a
moZnostem stanoven{ biomarkerl oxida¢niho stresu a volnych radikald. V posledni &4sti je
pfedstavena struktura a funkce acetylcholinesterasy a latky modulujici aktivitu tohoto enzymu.

Na tento oddil navazuji Cile prace, které jsou rozdéleny do &tyf bodi: (1) stanoveni
cytotoxicity latek pomoci kolorimetrické a elektorimpedanéni metody v bun&énych modelech
HepG2, ACHN, SH-SY5Y a NHLF, (2) stanoveni apoptotického profilu bungk HepG2,
ACHN, SH-SY5Y a NHLF po ovlivnéni studovanymi latkami v koncentracich odpovidajicich
hodnotam ICso, (3) sledovani zmény intracelularni hladiny volnych radikélii pomoci rtiznych
fluorescenénich sond, (4) sledovédni antioxidaénich u€inkd jednotlivych testovanych latek
pomoci fluorescence. Tento posledni bod by mohl byt podrobngji specifikovéan, protoze
»sledovani pomoci fluorescence” je ponékud vagni vyjadieni.
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V dalgi kapitole (Material a metodika) jsou popsdny metody, které byly pouzity
v experimentalni Casti prace. U vétSiny popisovanych metod jsou uveden jejich princip, po
némZ nésleduje popis praktického provedeni. Tento format povazuji za zdafily.

DosaZené vysledky jsou piehledné a vystiZzn€ popsany, nasledn& diskutovany a shrnuty
v zaveru. Za slabinu této ¢asti prace povazuji to, Ze doktorandka diskutovala kazdou &ast prace
zvlast a nesnazila se dat napi. vysledky sledovani apoptotického profilu bun&k po ovlivnéni
testovanymi latkami do souvislosti s jejich schopnosti tvofit reaktivni formy kysliku a dusiku.
Takto je diskuze fragmentovana do &tyf vzajemné nepropojenych oddili.

Predkladana prace je piehledné a &tivé sepsand a p&kné zpracovani. Nicméné jako
v kazd¢ praci vétsiho rozsahu Ize i zde nalézt n&které formalni nedostatky. V textu se vyskytuji
drobné pieklepy a chyby, avSak v mnoZstvi nepfesahujicim droveii obvyklou pro tento typ
prace. K praci mam ndsledujici formalni p¥ipominky:

¢ Mezi zastupce volnych radikalfi nepatii peroxid vodiku a peroxinitritovy anion (str. 36),
jedna se o neradikalové reaktivni formy kysliku a dusiku. HOCI je kyselina chlorna
nikoliv hypochlorna (str. 37).

* Domnivam se, Ze v tabulce 9 a 10 jsou chybn& uvedeny hodnoty pICso pro latky 7-
MEOTA a CI-THA a tyto hodnoty pak neodpovidaji slovnimu komentati k tabulce.

* Zavedena a v literatufe obecné pouzivana zkratka pro redukovany glutathion je GSH
(pro oxidovany pak GSSG).

e V souvislosti s rivastigminem se obvykle hovofi o pseudo-irreverzibilni inhibici*.

» 'V gesky/slovensky psaném odborném textu by bylo vhodné vyvarovat se pouZivani
anglikanismi (napf. ,level ATP).

Pfes viechny pfipominky mohu konstatovat, Ze zmifiované drobné nedostatky nesnizuji
védeckou hodnotu pfedkladané prace.

Z hlediska vé€decko-vyzkumné Grovné se jednd o praci kvalitni, v niz uchazetka
prokazala schopnost soustfed&né fesit vytené cile a ziskat cenné vysledky. Vysledky této price
byly publikovany ve tfech impaktovanych publikacich, na nichZ je doktorandka autorkou ¢&i
spoluautorkou. Kromé t€chto praci je spoluautorkou daliich 15 publikaci. V prib&hu fedeni
této prace zavedla Mgr. Muckova na pracovisti fluorescen&ni metody pro sledovani vzniku

reaktivnich forem kysliku a dusiku v bufikéch.

K autorce mam nésledujici dotazy:

1) Jakd kritéria jste pouZila p¥i vybéru bung&nych linii, u kterych byla sledovéana cytotoxicita
rAChE a iAChE? NeuvaZovala jste o pouZiti primarnich kultur, napt. hepatocyti, které
by odrdzely fyziologickou situaci 1épe nez nadorové bun&éné linie?

2) Jakych plasmatickych koncentraci rAChE a iAChE lze u &lovéka doséhnout pii
terapeutickém podani téchto latek?

3) Jednou z metod pouZitych v této praci pro sledovani cytotoxického u¢inku studovanych
latek byla elektroimpedancéni metoda méfend pomoci ptistroje xCELLigence. Mohla
byste srovnat vyhody, nevyhody/limitace a mozZnosti pouziti této metody?



Zavér

Pfedkladanou praci hodnotim jako kvalitni v&deckou studii, kterd splituje veskeré
poZzadavky kladené na diserta¢ni préci. Uchazetka prokazala schopnost a p¥ipravenost k
samostatné v&decké prici. Doporuduji tedy, aby byla pFedloZena disertacni prace p¥ijata
k obhajobé. Doporucuji po usp&né obhajob¢ udglit Mgr. Lubici Muckové, v souladu s § 47
zakona o vysokych Skolach €. 111/1998 Sb., akademicky titul Ph.D.
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