
Posudek na dizertační práci RNDr. Věry Kotrbové

Studium aktivačního a detoxikačního metabolismu protinádorového léčiva
ellipticinu systémem cytochromů P450 in vitro a in vivo

Předk1ádaná dtzertační práce se zabývá závůnou a velmi aktuální tématikou.
Jedná se o studium metabolismu cýostatika ellipticinu se zvláštním ohledem na jeho
mechanismus působení. Komplexní analýza metabolismu e11ipticinu zahrnova|a
s1edování tvorby produktů v subcelulárních frakcích modelových zvířat i pomocí
rekonstituovaných systémů purifikovaných enzymů. Dále byl sledován indukční
potenciál vůči majoritním metabolizujícím enzyrnům (cýochrom P450) a vliv
interakce cýochromu b5 s pruběhem enzyrrratických reakcí. Analýzy byly doplněny i
charaktenzací dosud neznámého DNA aduktu elipticinu.

Téma dizertační práce bylo zvoleno velmi vhodně nebot' řeší problematiku,
která můŽe přispět k odhalení molekulárních mechanismů působení cýostatik a
eventuálně i k hledání cest vedoucích ke zvýšenijejich účinků.

Hlavní pozitiva dizertační práce.

Uvod je velmi pěkně koncipován jak obsahově tak formálně. Předkládá
přehledný náh1ed na problematiku karcinogeneze' léčby nádorových onemocnění a
vlastní studované problematiky, tj. metabolismu a mechanismu působení ellípticinu.
Uvod je doplněn řadou niuomých obrázků. Velmi fundovaně je probírána zejména
prob l ematika mikro somálního mono oxyg enázov ého systému.

Cíle práce jsou jasně stanovené a navržený postup je v souladu s moderní
vědeckou praxí.

Z metodického hlediska je práce na vysoké úrovni avyužívá jak klasické tak i
moderní metodiky, jmenovitě např.: purifikaci enzymů P450 zjaterních mikrosomů
premedikovaných pokusných zvíÍat, elektroforetické dělení proteinů s následným
imunoblottingem, rekonstituce enzymatických aktivit ízo|ovaných preparátů P450 a
reduktázy, in vitro inkubace ellipticinu s enzyrnovými preparáty a následnou analýzou
metabolitů pomocí HPLC, apod. K přípravě apocýochromu b5 byla použita velice
zajímavá technika genové syntézy pomocí oligonukleotídových úseků s následnou
heterologní expresí vzniklých klonů v E. coli.

Výsledková část s bohatým grafickj.m doprovodem ukazýe, že autorka
udělala velký kus práce. Sedm publikací, z nl'chž šest bylo zveřejněno v časopisech s
impakt faktorem' je toho jasn1im důkazem a v rámci dizertace je vysoce
nadpruměm1fon výstupem. Experimenty byly plánovány a prováděny stylem, který je
na špičce současných možností molekulární toxikologie u nás i ve světě. Kromě
opublikovaných dat autorka prezentuje i dosud nezveřejněné výsledky. Statistické
zptacování výsledků a jejich prezentacejsou na vysoké úrovni. Studie působí ve1mi
harmonicky a je pečlivě vypracovaná po stránce faktické i formá1ní, Zárovei
poskýuje dostatek podnětů k diskusi a zamyš1ení nad možnými interpretacemi
výsledků, což je dalším důkazem vysoké kvality výzkumu i celého vědeckého týmu.

Diskuse výsledků je vedena věcně a dobře reflektuje ziskané výsledky.



Závéry jsou jasně formulovány a zcela odpovídají dosažen]fon výs1edkům.
Mezi hlavní a prioritní qýsledky patří:
1/ validace potkaního mode1u pro sledování metabolismu ellipticinu,
2l identiťtkace P450 1A1 a 1A2 jako hlar'ních enzymů metabolizujících eilipticin a
zéxovei nález schopnosti e11ipticinu svůj metabolismus indukovat zvýšením hladiny
těchto enzymtt,
3/ odhalení účasti cýochromu bs na metabolismu ellipticinu tím, Že ovlivňuje jak
spektrum metabolitů (poměr mezi detoxikací a aktivací) tak i kinetiku reakce,
4l vyvoj originálních metodik heterologní exprese cýochromu b5 a izo|ace
neznámého aduktu e11ipticinu za úče1em jeho charakteizace v následném studiu.

D izertační prác e tak v ý znamně při sp ě l a k p o znini mo 1 ekul ární ch m e chani smů
působení cýostatika ellipticinu.

Kritické připomínky a otázky k autoreferátu i vlastní práci.

1l Zajíma|o by mne u jakého procenta pacientek s karcínomem prsu je ellipticin
používán?

2l Co je znémo o genetické variabilitě klíčových enzyrrrů metabo1ismu ellipticinu, tj.
především o CYP1 rodině a MPo? Jsou některé z po|ymorfismů funkční a tedy
využitelné pro farmakogenetický odhad metabo1ismu e11ipticinu u pacientů?

3l Ie možné aby složení membránových fosfolipidů v rekonstituovaných systémech
ovlimilo výs1edky analýz metabolismu? Pokud ano plánujete Vaše analýzy provést v
budoucnu s ohledem na tento fakt?

4l Zaznamenala jste při kontrole expresního klonu cýochromu b5 sekvenováním
nějaké mutace (obvykle způsobené polynrerázou během PCR)?

Výše uvedené otéaky slouží k rozšíření obzoru a nijak nesniŽují vysokou
kvalitu práce.

Dizertační práce RNDr. Kotrbové zcela splnila svůj účel, protože autorka
prokázala schopnost samostatné vědecké práce. Výsledky byly publikovány v
kvalitních odborných časopisech.

Y Praze25.II.2008

PhD.obhajZtéchto důvodů doporučuji předloženou práci k


	posudek Kotrbová 2
	posudek Kotrbová Hansíková

	posudek Kotrbová 3
	posudek Kotrbová Hansíková


