Oponentsky posudek na disertacni praci RNDr. Ivety Mrizové

Téma prace: Uloha systému oxidas se smiSenou funkei s cytochromem P450 v metabolismu
1é¢iv a karcinogeni.

Predkladana disertaéni prace se v€nuje zejména studiu aktivacnich a detoxikaénich reakci
protinadorového 1éCiva ellipticinu a karcinogenniho environmentéalniho polutantu benzo[a]pyrenu.
Disertacni prace je postavena na sedmi impaktovanych publikacich a je psanda formou
komentovanych ¢lankti. Autorka je na dvou z nich vedena jako prvni autor a na ostatnich
publikacich zaujima 3. — 5. misto v potadi autord. U kazdé publikace je piesné specifikovano,
jakym dilem se na ni autorka podilela.

Uvod prace obsahové pokryva fesenou problematiku, véetné odkazi na literaturu i predchozi
prace Skolitele a spolupracovnikii. Ctenaf je uveden do problematiky metabolismu xenobiotik
cytochromy P450 a spolupracujicimi enzymy. V textu se nachazi nékolik drobnych pieklepd, které
ale neovliviiuji srozumitelnost textu. Nasleduje adekvatné struény pichled pouzitych metod s
odkazy na pfisluSnou literaturu a kapitola vysledky a diskuze, kterd je podpofena seznamem
publikaci.

Dvé z prezentovanych publikaci jsou pfedevsim piehledové ¢lanky, které shrnuji dosavadni
vysledky a informace o podilu cytochtom P450 na farmakologickém ucinku protinadorového
l€civa ellipticinu. Prvni z nich se zabyva tim, jak exprese studovanych proteinti (enzymi) ovliviiuje
cytotoxicitu ellipticinu v deviti typech nadorovych bunék. Druha publikace je pfevazné souhrnnym
piehledem o metabolismu ellipticinu a porovnava data z experimentt in vivo a in vitro.

V dalsi prezentované publikaci se autorka zabyva vlivem ellipticinu na expresi a aktivitu
klicovych enzymu v cilovych organech a jako modelovy organismus byl vyuzit laboratorni potkan.
Prace poskytuje uceleny obraz, jak toto 1é¢ivo ovliviluje jednotlivé slozky MFO systému. Autorka
se také zabyvala funkci malo prozkoumaného cytochromu P450 2S1, oznacovaného jako
"orfanovy". Protein byl v rdmci prace piipraven heterologni expresi a byly také piipraveny
protilatky proti dvéma "orfanovym" cytochromium P450 2S1 a 2WI1. Protilatky byly nasledné
vyuzity ke studiu vlivu téchto dvou enzymi na metabolismu uvedenych xenobiotik. Disertaéni
prace se také detailn¢ vénuje metabolismu environmentalniho polutantu benzo[a]pyrenu, ktery je
hlavni slozkou cigaretového kouie, a to jak pfistupy in vivo, tak také in vitro.

Celkoveé se jedna o zajimavé téma disertacni prace a samotna prace obsahuje nékolik
dilezitych vysledki. Ja osobn& povazuji za nejzajimavéjsi v prvé fadé vysledky ze studie, Ze zanét
v plicni tkani muze inhibovat aktivitu enzym a hrat tak dulezitou roli v genotoxicité
polycyklickych aromatickych uhlovodikl. Z prezentovanych vysledki vyplyva, Ze v pfitomnosti
zanétu v plicich sledovanych zvirat, dochdzi ke zvySené tvorbé adukti DNA s benzo[a]pyrenem.
Dale také potvrzeni hypotézy, Ze se cytochrom P450 2S1 podili na oxidaci substratu tzv.
peroxidazovou reakci a vyzvihuji také uspéSnou piipravu anti-peptidové protilatky pro snadnou
detekci tohoto proteinu. Z téchto divodu plné doporucuji predkladanou disertaéni praci k
usp&Snému obhéjeni.



Na zavér bych si dovolila nékolik otazek na RNDr. 1. Mrizovou:
Priloha ¢. 1

Otazka ¢.1: V této praci jste mimo jiné také analyzovala expresi cytochromu b5 v mikrosomech
izolovanych z jater, ledvin a plic laboratorniho potkana. Na obrazku uvedeném pod Cislem 17 (str.
55) uvadite vysledky ze dvou metod: Western blot a spektrofotometrického stanoveni. Vysledky
téchto dvou pouzitych metod v ledvinach a plicich uplné nekoresponduji. Mohla byste fici, jak si
tyto rozdily zdivodiujete?

Otézka €.2: Na strané¢ 57 v textu uvadite, Ze v jaternich mikrosomech potkana po premedikaci
ellipticinem, doslo k signifikantnimu zvySeni tvorby "aktiva¢nich metabolita" 13-hydroxy a 12-
hydroxyellipticinu nejen indukci CYP1AL/2 a cytochromu b5, ale také indukci podrodiny CYP3A.
Dle mého nazoru, podle grafu na obrazku 16B (str. 54), kde je zobrazena aktivita CYP3A, nedoslo
po premedikaci ellipticinem k vyraznému (signifikantnimu) zvySeni aktivity CYP3A. Miuzete
prosim toto tvrzeni detailn¢ji objasnit?

Priloha ¢&. 7

Otazka €. 3: Ve Vasi praci se zabyvate také tim, ze CYP2S1 mlze pfti katalytickém cyklu vyuzivat
nejen NADPH:cytochrom P450 reduktazu, ale naopak jsou favorizované peroxidy. Pfedpokladam,
ze je to tedy mozné i u jinych cytochromd P450. Je znamo, ze by tento krok (zda bude pri katalyze
vyuzita reduktdza nebo peroxid) mohl mit vliv na "slozeni/zastoupeni” vznikajicich metabolitd z
daného xenobiotika? Myslim tim, zda napf. pii katalytickém cyklu s NADPH:cytochrom P450
reduktazou vznikaji ve vyssi mife metabolity detoxikac¢niho razu ¢i naopak?
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