Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Jitky POLJAKOVE ,Mechanismus

oxidace ellipticinu peroxidasami a jeho cytotoxicity k naidorovym buiikam*

Diserta¢ni prace Mgr. Jitky Poljakové se zabyva aktualni problematikou, studii procesti osudu
léCiv a jejich mechanismu u¢inku v lidské tkani. Prace je konkrétné zaméfena na
metabolismus a cytotoxicitu (z hlediska lé¢ebného) rostlinného alkaloidu ellipticinu.
Ellipticin je vyuZivan jako protinddorové agens v 1é¢b& né&kterych typd nadorovych
onemocnéni (nadory prsu, antileukemické ¢inidlo a jiné). Ve své disertadni praci se J.
Poljakova zaméfila na n€kolik oblasti. Jedna se o detailni prozkoumani mechanismu ptisobeni
této slouceniny po aktivaci peroxidasami a cytochromy P450, a to pfedev§im zjisténim
konkrétnich  derivat, které vznikaji v pribéhu jeho metabolismu obéma enzymovymi
systémy, a jsou u¢inn&j§i nez je parentdlni molekula. Déle pak o studium cytotoxicity
ellipticinu na lidské bunééné nadorové linie neuroblastomt a bunéfné linie leukemické.
Studium je doplnéno i o sledovani vlivu inhibitort histodeacetylasy na cytotoxicitu ellipticinu
vici burtkam neuroblastomil. Studium uvedené problematiky je vyznamné jak pro optimalni
terapeutické vyuziti, tak i pro poznani biochemickych pochodd, kterymi je dani latka
v organismu pfeménovana. Dulezité je i pro poznani molekularnich interakci uvedeného
lé¢iva jako nizkomolekuldrniho ligandu s biologicky vyznamnymi makromolekulami (s DNA
jako cilovymi molekulami jeho farmakologického zasahu). VEdecka prace J. Poljakové ma
prakticky vyznam v moznosti vyuziti poznatkli ke zvySeni farmakologické efektivity
ellipticinu ¢i snizeni jeho vedlejSich u¢inkdi. O dllezitosti tématu této prace sveédéi i
skute¢nost, ze studium dané problematiky bylo finan¢né podporovano granty GACR a
MSMT CR.

Disertacni prace zahrnuje vlastni text, ktery je ¢lenén obvyklym zplsobem pro prace
obdobného typu, a ucelené¢ a vystizné sumarizuje vysledky rozsahlého studia, které jsou
detailné uvedeny v jednotlivych publikacich tvoficich pfilohy disertace. Dvé z téchto praci jiz
byly publikovany, dvé prace jsou zaslané k publikaci a dvé jsou ve formé rukopist
pfipravenych k publikaci. Vlastni text disertacni prace vSak obsahuje téz vysledky, které jesté
nebyly publikovany. Oponent mé tedy pomérn€ usnadné€nou praci v hodnoceni disertace J.
Poljakové, nebot’ ¢ast prace uvedend v publikacich jiz prosla ndro¢nym recensnim fizenim ve
vy$e uvedenych védeckych médiich. Uvodni &ast price zevrubnd informuje mimo jiné o
nadorech, o plsobeni protinddorovych 1é¢iv obecné, o ellipticinu samotném, a enzymech
participyjicich na metabolismu [é¢iv (napf. peroxidasach, cytochromech P450, atd.). VétSina
pouzitych metod je popséana v piilozenych publikacich, proto je metodicka ¢ast prace struéna.

Z disertacni prace je vSak nicméné¢ patrné, ze autorka zvladla Sirokou $kalu metod, které jsou



na urovni soucasného vyzkumu dané problematiky (enzymologie, spektrdlni metody,
elektroforesy, Western blot, prace s tkaflovymi kulturami, HPLC, a dal3{). Vlastni vysledky
jsou velmi zajimavé, a proto podle mého nazoru jich jiz &ast byla po zasluze publikovana ve
védeckych periodikach. U vysledki, které dosud publikovany nebyly, jsem presvédéen o
jejich brzkém uvetejnéni. Pfedkladana prace dle mého nazoru rozhodné plné splnila cile, které
byly zvoleny. Ellipticin je metabolicky aktivovan peroxidasami jak rostlinnymi tak
ZivoCiSnymi veetné enzymi lidskych. Vysledky prokazuji efektivitu peroxidas (vedle
cytochromi P450) v oxidaci ellipticinu, identifikuji metabolity, které jsou témito enzymy
zellipticinu tvofeny a demonstruji jejich U¢innost v aktivaci ellipticinu na reaktivni
metabolity tvofici kovalentni adukty s DNA. Vysoce ocefiuji poznéni mechanismu, ktery
vysvétluje tvorbu stejnych aduktt ellipticinu aktivovaného jak cytochromy P450 tak
peroxidasami s DNA. Ackoliv metabolity tvofené témito enzymy nejsou pln& shodné
(cytochrom P450 oxiduje ellipticin pfedevsim na hydroxylované metabolity a peroxidasy na
dimer ellipticinu, pouze N*-oxid ellipticinu je tvofen obéma systémy), adukty aktivovaného
ellipticinu s DNA jsou totozné. Studie vysvétluje tvorbu stejnych reaktivnich intermediatd
ellipticinu  pouZitymi enzymy. Jmenovité karbeniovych iontd generovanych bud z 13-
hydroxyellipticinu ¢i pfi oxidaci ellipticinu na dimer a z 12-hydroxyellipticinu (tvofeného z
N*-oxid ellipticinu). Ty jako reaktivni slouceniny atakuji DNA. Vysledky disertaéni prace dale
prokazuji vysokou cytotoxicitu ellipticinu pro lidské leukemické linie (HL-60 a CCRF-CEM),
pro lidské neuroblastomvé linie (IMR-32, UKF-NB-3 a NB-4) véetné linii rezistentnich
k jingm cytostatikim a nastifiuje vysvétleni mechanismu piisobeni ellipticinu na testované
nadorové buriky. Uvadi téz vysledky experimentd prokazujici zlepSeni t¢innosti ellipticinu na
neublastomové linie po jejich pre-inkubaci s inhibitory histondeacetylasy. Zah4jeny byly i
studie nutné k poznéni mechanismu vzniku rezistence neuroblastomt k ellipticinu i dal§im
cytostatikiim.

Ziskané vysledky jsou v diserta¢ni praci adekvatn€ hodnoceny a tvoii hodnotny zaklad
pro rozvoj védeckého badani v této oblasti do budoucnosti. Navic je zdkladem i pro praktické
vyuziti.

Disertatni prace Megr. Jitky Poljakové je i po strance formélni dobfe zpracovana.
Povazuji ji za odborné velmi zdafilou a zajimavou. K praci mam nasledujici dotazy a
poznamky:

1) Ellipticin je v této praci prokdzan G¢innym cytotoxickym agens pro nékteré nadorové linie,
Pusobi také na normalni builkky? Do jaké miry? Jak se vyrovnaji s ellipticinem organy

bohaté na CYP a peroxidasy, jatra, nadledvinky, plice, atd....?



2) Je pravdou uvedend incidence neuroblastomt 7-10%? Znamena to, 7e témét kazdé desaté
novorozeng je postizeno? Tato hodnota je pro CR nebo mé irsi geograficky vyznam?

3) Co znamend zkratka IVS (strana 8)? Neni v seznamu zkratek. Podle mého nazoru uvadéni
vysledkid formou Tab. 8 a obr. 18 je duplikace vysledkd. , Invadovat® (strana 7) m4 jiny
vyznam nez je ¢esky vyraz ,,zasahovat®.

4) Jako mechanismus vzniku mnoho&etné lékové rezistence je uvedeno vypuzeni cytostatik
mimo bufiky pomoci transportnich proteinii. Jsou cytostatika beze zmeén, nebo
biotransformaéni enzymy hraji v tomto procesu n&jakou ulohu?

5) Vyvolava se Iékova rezistence proti ellipticinu u pacientt, pokud ano jak ¢asto ve srovnani
s jinymi cytostatiky?

6) Lze povazovat dimerizaci ellipticinu za jeho detoxikadni reakci v butikach? Nebo se jedna
o pfechodny stav?

7) Jako pravdépodobny mechanismus cytotoxického piisobeni ellipticinu v nadorovych
burikach jste uvedla jeho kovalentni interakce s DNA. Predpokladam, Ze oxidacni reakce
ellipticinu v butice jsou lokalizovany mimo jadro, a DNA modifikujici produkt ellipticinu
musi byt velmi aktivni a okamzit& reagujici s okolnimi makromolekulami. Ziejmé ve
vetSim mefitku musi byt modifikovany proteiny a RNA nez DNA. Jak se da vysvétlit
reakce s jadernou DNA? Je moZné, Ze tvotici se adukty ellipticinu s deoxynukleotidy jsou
svym pivodem adukty s mitochondridlni DNA? Neni pravdépodobnéj$i mechanismus
GCinku cytotoxicity ellipticinu v modifikaci pro buiiku Zivotng dilezitych molekul typu
proteinii nebo RNA nez v jadie lokalizované DNA?

8) Vysvétlete princip ,.komparativni genomova hybridizace.

Po celkovém zhodnoceni piedlozené disertaéni prace Mgr. Jitky Poljakové mohu konstatovat,
Ze pln€ odpovida ndrokim kladenym na disertaéni prace k udéleni titulu Ph.D. a doporuduji,

aby byla podkladem k udéleni tohoto titulu ve smyslu Zékona o vysokych $kolach a

navazujicich provadécich predpist. ’73 p
V Praze, 16. 05. 2006 RNDr. Befekadu Asfaw Debela, CSc.
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