Oponentsky posudek disertaéni prace Mgr. Jana Milichovského ,,Cilena mutageneze ve studiu
lidskych cytochromt P450 rodiny 1 a jejich interakénich partnerd”

Disertaéni prace se zabyva velmi vyznamnymi proteiny cytochromy P450 (CYP), které se podileji na
metabolismu jak endogennich slou¢enin (napf. riznych lipida), tak rozsahlé fady cizorodych latek,
jako jsou lé¢iva, kontaminanty Zivotniho prostiedi vyvoldvajici nadorové a jiné onemocnéni.

StéZejnim cilem této prace bylo objasnéni detailniho mechanismu nitroreduktasové aktivity
cytochromi P450 rodiny 1, pfi které se tvofi reaktivni produkty modifikujici genetickou informaci
buriky. K tomu Géelu bylo zapotiebi provést heterologni exprese vybranych ¢lenti P450 rodiny 1, a
dal3ich spolupracujicich proteini: cytochrom P450-NADPH reduktasy (CPR), cytochromu b5,
NADH:cytochrom b5 reduktasy (CYB5R3). Také bylo tfeba pro nékteré z nich pomoci metody cilené
mutagenese pfipravit a exprimovat mutantni varianty. VSechny proteiny bylo tfeba isolovat

v aktivnich formach a nasledné bylo nutné pfipravit poZadované varianty rekonstituovaného systému
a provést metabolické experimenty. Vysledky téchto experimenti mimo jiné vyznamné objasnily
identitu aminokyselinového residua aktivniho centra CYP pro nitroreduktasovou aktivitu,
aminokyselinové zbytky, které jsou v kontaktu s cytochromem b5.

Z formalni stranky je prace ¢lenéna standardné a navic zahrnuje 4 spoluautorské publikace, které
jsou zékladem k sepsani této prace. V této praci jsou obsaZeny také vysledky, které dosud nebyly
soucasti publikace. Jsou snadno identifikovatelné, nebot autor tento fakt specifikoval v pfisludné
¢asti textu. Hlavni &ast vysledkt byla tedy podrobend v publika¢niho procesu slozité recenzni
procedufe a jako oponent mam tedy pfi hodnoceni usnadnénou praci.

Uvodni kapitola pojedndva rozséhle o cytochromu P450 (CYP) a proteinech, které se spolutcastni na
tvorbé komplexd. Autorovi se dokonale povedlo velmi komplikovanou tematiku podat vécné a
pfistupnym zpGsobem i pro ¢tenare, ktefi se s touto problematikou seznamuji poprvé. Uvod je
natolik vynikajici, Ze by, podle mého nazoru, mohl pfislusny preklad do angli¢tiny byt publikovén jako
pfehledny €lanek v pfislusném odborném ¢asopisu. Ma jedina pfipominka vztahuje k nepfitomnosti
informaci o mistné cilené mutagenezi, ktera by si vzhledem k vyznamu pro cil prace zaslouZila jeden

odstavec.

Materialy a metody jsou sice stru¢né (vétSinou odkazanim na pfipojené vlastni publikované préce),
ale postupy pro podobné experimenty jsou alespori jednou podrobné popsény. Siroky rozsah jak
biochemickych, tak molekuldrné-biologickych metod, které musel Mgr. Milichovsky zvladnout
b&hem Fedeni vytéenych cilG v této disertalni praci, je jednozna¢nym dikazem jeho pfipravenosti
provést i vést budouci metodickou a védeckou praci ve svém oboru.

Rozsahla &ast disertalni prace je zabrana kapitolou Vysledky a diskuse. Zda se, Ze autor pfedem
vytvofil prototyp (,mustr”) pro presentace vysledkd a vyuZil pro podobné typy. Jednotny zplsob
vyjadieni svou prehlednosti usnadiiuje orientovat se ve vysledcich jednotlivych experimenti a
pohodIné mezi sebou porovnavat. Poté jednotlivé vysledky byly rovnou ,na misté” prodiskutovany a
pfipadné porovnany s literaturou, coZ je podle mé chvalyhodné.

Disertacni prace je zakon&end velmi struénou kapitolou ,,Souhrn” ve které jsou zvyraznény dosaZzené

vyznamné vysledky.




Z hlediska celkového hodnoceni, Mgr. Jan Milichovsky splnil vSechny vytéené cile: mimo jiné ukazal
ovlivnéni mechanismu nitroreduktasové aktivity CYP1 na prokdzaném karcinogennim substratu CYP1
aristocholové kyseliné pomoci mistné cilené mutagenese v aktivnim centru téchto enzymu. DalSim
jeho vysledkem je, Ze hostitelské bakterie Escherichia coli pouZité pro exprese (konkrétné jejich
protein flavodoxin) mohou redukovat sav¢i cytochromy P450. Také ukdzal na mozné polohy
aminokyselinovych zbytk( pro interakci cytochromu P450 s cytochromem b5.

Pfipominky a otazky:

str. 41 ..16 ul izolatu, 10-12 ul $tépeného genu, i v dalSich stranach napfr. str. 48, 49 : Udavani
objemu neznamé koncentrace latek je nic nefikajici.

str. 77 Chybi popis jedné drahy gelu pod pismenem G.

str. 96 na konci prvniho odstavce ....byly byly....

str. 108, 6. radek zdola: ve-p¥ipadé pétkrat..

str. 112 na zadatku véty: ....nebyly vysledky neprokazaly.....

str. 117, 5. fadek zdola: opravit na K455Q

str.118, 2. fadek zdola: metabolickou ...?...neprovadi

str.121 posledni odstavec: opravit na- Obrazek 61 ..... na obrazku 60.

str. 124 posledni véta predposledni odstavec: ....mechanieky pozadavek....

1. Jaky je rozsah molekulovych hmotnosti riznych forem cytochromu P450 nachéazejicich se od
vird aZ po ¢lovéka?

2. Neni mi jasné jestli EryCll s jistotou je CYP(v¢etné ostatni "CYPy" bez hemu) nebo neni.

3. Lze informacim ze strany 24 na prvnim odstavci rozumét tak, Ze odStépeni 4 aminokyselin
z N-konce potkaniho CYP1A1 se odkryva signdini sekvence k pfesunu do mitochondrie?

4. Indukce CYP i vlastnimi substraty je znama véc, dochazi také soucasné k indukci
»Spolupracujicich” protein CPR, CYB5R3 a cytochromu b5?

5. V navaznosti k otazce 4, dle vysledkl zvy$eni moldrniho poméru cytochromu b5 vici CYP
zvy$uje mnoZstvi pfemény substratu za stejny ¢as neboli aktivitu CYP (napfiklad obrazky 50 a
51). Jakéa je variace téchto proteini v rGznych tkanich?

6. Je velmizajimavé, Ze dochazi k redukci CYPu bakterialnim flavodoxinem. MGzZe mit tento jev
(pato)fyziologicky vyznam, tieba v tenkém stfevé?

7. P¥iizolaci proteind zGstal zachovan C-koncovy histidinovy tag v exprimovanych cytochromech
P450. Domnivate se, Ze jeho pfitomnost nevede k ovlivnéni aktivity €i jinych vlastnosti
cytochromt P450?




Zavérem, predloZenou disertaéni praci Mgr. Jana Mllichovského hodnotim jak po odborné
strance tak ve zplsobu sepisovéni (formalni strance) za velmi zdafilou. Tato préce patfi mezi
nejlepsi, u kterych jsem mél pfilezitost byt oponentem. Proto jednoznacné doporucuji po
Uspésné obhajobé, aby tato disertaéni prace byla podkladem k udéleni titulu Ph.D. ve smyslu
zakona o vysokych $kolach a navazujicich provadéjicich predpisu.

V Praze dne 31. 08. 2016

RNDr! Befekadu Asfaw Debela, CSc.
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