Oponentni posudek

k disertacni prdci v doktorském studijnim programu Biochemie a patobiochemie na 1. LF UK

Mgr. Nikola Capkova: Studium bilirubinu a jeho oxida¢nich produktt

PfedloZzend disertacni prace je zaloZena na Ctyfech publikacich, jichZ je doktorandka prvni autorkou i
spoluautorkou a které byly vSechny zverejnény v zahrani¢nich impaktovanych ¢asopisech. Autorka
k témto ¢tyrem publikacim doplriuje spolecné kapitoly dle zazitych zvyklosti.

Disertacni prace je psana v anglickém jazyce. Spolecna ¢ast ma 68 stran a zahrnuje abstrakt, Uvod,
cile, pouzité metody, vysledky, diskusi, souhrn a seznam zkratek. Tato ¢ast obsahuje 11 obrazk(
(vS8echny v Uvodu), tabulky prace neobsahuje zadné. Nasleduji prilohy, které jsou tvoreny zminénymi
¢tyfmi publikacemi.

Vsechny ctyfi publikované ¢lanky, o které se disertace opira, byly uvefejnény v roce 2021. Jde o
plvodni sdéleni z oblasti zakladniho vyzkumu. Mgr. Capkova je sdilenou prvni autorkou ¢lanku, ktery
v disertaci uvadi jako Ctvrty v poradi, The Effect of Bilirubin and Lumirubin on the Differentiation of
Human Pluripotent Cell-Derived Neural Stem Cells. Byl publikovan v ¢asopise Antioxidants skupiny
MDPI (IF 7,675). Dle Web of Science byla tato prace dosud 4x citovana. Dale je spoluautorkou dalsich
tfi ¢lank( publikovanych v ¢asopisech Pediatric Research (IF 3,953, zatim nebyl citovan), International
Journal of Molecular Sciences (IF 6,208, dosud 12 citaci) a Frontiers in Pharmacology (IF 5,988, dosud
7 citaci).

Disertace se vénuje bilirubinu a slou¢enindm, které z néj vznikaji pfi fototerapii modrozelenym
svétlem u novorozencl s novorozeneckou Zloutenkou. Jde o aktudlni a vyznamné téma, nebot
novorozeneckd Zloutenka je pomérné Casty stav vyZadujici |écbu a fototerapie je zakladni |é¢ebnou
metodou. U¢inek fototerapie na snizeni hyperbilirubinémie je dlouho zndmy, malo se viak vi o
produktech, které pfi ni z bilirubinu vznikaji, jejich dalSim metabolismu ¢i ucincich na organismus.
Pravé témito tématy se predlozend disertacni prace zabyva, ¢imz jednoznacné pfispiva k poznani
biochemickych a patobiochemickych souvislosti fototerapie u novorozencd.

VSechny cCtyfi ¢lanky, na nichz je disertace postavena, pfinaseji nové védecké poznatky. VyuzZivaji
Sirokého spektra modernich laboratornich metod a experimentalnich model(, od pokus in vitro pres
praci s nékolika liniemi kultivovanych bunék aZz po experimenty provadéné na zvifatech. Mezi
laboratorni techniky pouzité v praci patfi LC-MS/MS, GC-MS, RT-gPCR, western blot, pritokova
cytometrie, fluorescencéni mikroskopie, imunochemické techniky a dalsi. Mgr. Capkova bohuzel

v disertacni praci explicitné neuvadi, které ¢asti vyzkumu provddéla sama a v jaké mife se podileli
dalsi spolupracovnici. Oponent tak ma k dispozici jen strohé deklarace autorskych podilli

z jednotlivych publikaci. Jako nevyraznéjsi je v tomto sméru deklarovan pfinos doktorandky pro ¢tvrty
¢lanek, kde se podilela na metodologii, validaci a vlastnich experimentech. Tato prace byla zaloZena
na sledovani diferenciace bunék péstovanych v bunécénych kulturach a vyuzivala napf. fluorescencni
mikroskopii, RT-gPCR, western blot, kometovy test, kolorimetrické metody, pritokovou cytometrii a
dalsi. V pripadé dalSich metod je pfinejmensim zrejmé, Ze doktorandka dokaze pracovat s daty
pomoci nich ziskanymi, dokazZe je hodnotit a dale zpracovavat. Pfesto doporucuji, aby podrobnéjsi
informace o podilu Mgr. Capkové na jednotlivych vysledcich byla uvedena v ramci obhajoby.

O adekvatnosti pouzitych metod a spravnosti hodnoceni vysledk( i vyvozovanych zavér( svéddi, ze
vsechny Ctyfti ¢lanky prosly kompletnim recenznim Fizenim v uzndvanych ¢asopisech. Z tohoto



hlediska doktorandka jednoznacné prokazuje schopnost védecké prace, a to jak vlastniho vyzkumu,
tak publikace jeho vysledkd.

Ve spole¢ném Uvodu disertacni prace se autorka zabyva biochemii hemu a bilirubinu a patobiochemii
novorozenecké Zloutenky. Nasleduje Ctiva a z hlediska celé disertace klicova ¢ast vénovana
fotooxidativnim produkt@im bilirubinu. Kvalita zpracovani Gvodu je ale bohuZel nevyrovnana. Ctivé a
prehledné pasaze stridaji Useky textu, které plsobi jako psané ve spéchu, obsahuji velké mnozZstvi
jazykovych chyb a typograficka pochybeni (napf. chybéjici indexy). Na nékterych mistech je text az
obtiZné srozumitelny. Uvod bohuZel také nepokryva celou oblast, kterou autorka studuje, takze o
mnoha vychozich konceptech, popisu soucasného stavu poznani a podkladu zkoumanych otdzek se
¢tenar dozvida az v diskusi. To je skoda, nebot prace se tim stava méné prehlednou a orientace v ni je
obtizna.

Cést vénovana vysledkim préce je velmi struénd. Autorka zde uvadi jen seznam ¢ty¥ publikaci, na
nichz je disertace postavend, bez jakéhokoli popisu hlavnich zjisténi. Ta jsou sice uvedena dale

v diskusi, i tak ale absence alesporn zakladnich vysledkl v této kapitole plsobi pfinejmensim
neobvykle a znesnadnuje orientaci v textu.

O diskusi lze z formalniho hlediska fici totéZ co o Uvodu — kvalita textu je nevyrovnani, stfidaji se
zajimavé Ctivé pasdzZe s textem na hrané srozumitelnosti. | v tomto pfipadé text obsahuje vétsi
mnozstvi jazykovych chyb. Diskuse je ¢lenéna podle publikaci, na nichZ je disertace zaloZena. Autorka
v ni namnoze fakticky doplfiuje Uvod, rozebira vysledky a provadi jejich vlastni diskusi v kontextu
literatury a zjisténi jinych autord. Je Skoda, Ze v této Casti (Ci spiSe v kapitole vénované vysledkiim)
zcela chybi obrazky a grafy, autorka jen odkazuje na obrazovou dokumentaci v pfilohach. Je to skoda
tim spiSe, Ze publikované vysledky jsou opravdu zajimavé a ¢tenare se zajmem o obor potési.
Nemluvé o tom, Ze jiz prvni ¢lanek je ukazkou, jak zajimavy, aktualni a védecky vyznamny a
publikovatelny miZe byt i negativni vysledek. Autofi této publikace se zabyvali otdzkou, zda je vztah
mezi vylu¢ovdnim nekonjugovaného bilirubinu a cholesterolu transportem pres stfevni sliznici
(transintestinalni exkreci). Obé latky se totiz timto zpUsobem vylucuji u modelového organismu

s nekonjugovanou hyperbilirubinémii (Gunnav laboratorni potkan). Vylu¢ovani cholesterolu
transintestindlni sekreci Ize farmakologicky ovlivnit a blizsi poznani souvislosti mezi vylu¢ovanim
obou latek by tak mohlo pfinést nové terapeutické pristupy pro Iécbu nekonjugovanych
hyperbilirubinémii. Autofi nicméné presvédcivé ukazuji, Ze mezi transintestinalni exkreci cholesterolu
a nekonjugovaného bilirubinu neni jednoduchy kvantitativni vztah.

Ve druhém ¢lanku autofi zkoumaiji, jaky ucinek maji rGizné intracelularni koncentrace bilirubinu na
produkci a Ucinek reaktivnich forem kysliku v nékolika typech bunék. Bilirubin je dobfe znamy
scavenger ROS, avsak ve vyssich intraceluldrnich koncentracich je toxicky, pravdépodobné i

v dlsledku prooxidativnich Gcinkd. Prace se zabyva tim, pfi jakych koncentracich se bilirubin chova
jako antioxidant a pfi jakych jako prooxidant a jasné demonstruje rozdily mezi rlznymi typy bunék.

S oxidativnim stresem a bilirubinem souvisi i tfeti prace. Vénuje se u¢inkim bilirubinu a lumirubinu,
tedy jednoho z produktl bilirubinu po fototerapii, na oxidativni stres a metabolickou aktivitu
kultivovanych bunék a na nékteré déje in vitro. Popisuje fadu ucinkd bilirubinu a, zjednodusené
feceno, doklada, Zze vétsina jeho toxickych Ucink( se fotooxidaci na lumirubin sniZuje.

V poslednim ¢lanku autorka zkoumd ucinky bilirubinu a lumirubinu na diferenciaci neurdlnich
kmenovych bunék. |vtomto pfipadé ziskana data dokladaji vyssi toxicitu bilirubinu nez lumirubinu.
Prace popisuje fadu morfologickych a biochemickych ucink( obou latek na kultivované neuralni
kmenové bunky.



Uvod a diskuse predlozené disertaéni prace se opiraji asi o 210 citaci, z nichZ vétsina je z let
2010-2020, nejnovéjsi z r. 2023, nejstarsi z r. 1938. V zavéru disertace je seznam zkratek, ktery
bohuzel neni Uplny, a naopak obsahuje i polozky, jez nejsou zkratkami. Jak jiz bylo uvedeno, za
textem disertace ndsleduji ¢tyfi pfilohy tvofené uvedenymi ¢tyfmi autorcinymi publikacemi. Prilohy
jsou bohuzel vloZzené v nizké technické kvalité, coZ znesnadriuje praci s nimi.

| pfes vSechny uvedené vyhrady je po podrobném prostudovani disertacni prace tfeba konstatovat,
ze autorka jednoznaéné prokazala schopnost samostatné tvaréi védecké €innosti. Prokazala
schopnost vyzkumné prace v oblastech zakladniho vyzkumu s presahem do biomedicinskych
aplikaci, demonstrovala znalost celé fady laboratornich metod a postupti, zpracovani a
interpretace vysledki a dokazala opakované publikovat v mezinarodnich recenzovanych
casopisech s IF. Jednoznacné také prokazala schopnost spoluprace ve védeckém vyzkumném tymu.
Disertaéni prace mlze byt i pfes uvedené nedostatky predloZena k vefejné obhajobé a pfi splnéni
vSech dalsich poZadavki muze byt uchazeéce udélen titul Ph.D.

Pro obhajobu disertacni prace si dovoluji autorce polozit nasledujici otazky:

1. Ve své préci podrobné zkoumate ucinky bilirubinu a lumirubinu na diferenciaci neuralnich
kmenovych bunék (NSC). In vivo dochazi k vyvoji CNS, béhem néjz se tyto burky diferencuiji,
prevazné v ¢asnéjsich fazich embryonalniho vyvoje, zatimco k hyperbilirubinémii dochazi az
v dobé kolem porodu a stejné tak lumirubin vznika aZ post partum. Co je znadmo o uUloze a
diferenciaci NSC u novorozenc(i? Do jaké miry lze pozorovani in vitro extendovat na situace
relevantni in vivo v dobé kolem porodu?

2. Ve své praci diskutuje ucinky bilirubinu a jeho derivat na expresi prozanétlivych cytokint. Co
je znamo o ucinku prozanétlivych cytokind v mozku novorozence?

V Praze 11. dubna 2023
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