Posudek na dizertac¢ni praci RNDr. Véry Kotrbové

Studium aktiva¢niho a detoxika¢niho metabolismu protinadorového 1é¢iva
ellipticinu systémem cytochromi P450 in vitro a in vivo

Pfedklddand dizertaéni prace se zabyva zdvaznou a velmi aktualni tématikou.
Jedna se o studium metabolismu cytostatika ellipticinu se zv14$tnim ohledem na jeho
mechanismus plisobeni. Komplexni analyza metabolismu ellipticinu zahrnovala
sledovani tvorby produkti v subcelularnich frakcich modelovych zvifat i pomoci
rekonstituovanych systému purifikovanych enzymd. Dale byl sledovan indukéni
potencidl vi¢i majoritnim metabolizujicim enzymim (cytochrom P450) a vliv
interakce cytochromu bs s priibéhem enzymatickych reakci. Analyzy byly doplnény i
charakterizaci dosud neznamého DNA aduktu elipticinu.

Téma dizertacni prace bylo zvoleno velmi vhodné nebot’ fesi problematiku,
ktera miiZe pfispét k odhaleni molekularnich mechanismi pidsobeni cytostatik a
eventudlné 1 k hledani cest vedoucich ke zvySeni jejich ucinkd.

Hlavni pozitiva dizertaéni prace.

Uvod je velmi p&kn& koncipovan jak obsahové tak formédlng. Predklada
prehledny nahled na problematiku karcinogeneze, 1é€by nadorovych onemocnéni a
vlastni studované problematiky, tj. metabolismu a mechanismu plsobeni ellipticinu.
Uvod je doplnén fadou nazornych obrazki. Velmi fundované je probirdna zejména
problematika mikrosomalniho monooxygenazového systému.

Cile prace jsou jasné stanovené a navrzeny postup je v souladu s moderni
védeckou praxi.

Z metodického hlediska je prace na vysoké urovni a vyuziva jak klasické tak i
moderni metodiky, jmenovité napt.: purifikaci enzymi P450 z jaternich mikrosomu
premedikovanych pokusnych zvifat, elektroforetické déleni proteinii s naslednym
imunoblottingem, rekonstituce enzymatickych aktivit izolovanych preparati P450 a
reduktazy, in viiro inkubace ellipticinu s enzymovymi preparaty a naslednou analyzou
metabolitl pomoci HPLC, apod. K ptipravé apocytochromu bs byla pouZita velice
zajimava technika genové syntézy pomoci oligonukleotidovych usekd s néslednou
heterologni expresi vzniklych klont v E. coli.

Vysledkovéa cCast sbohatym grafickym doprovodem ukazuje, Ze autorka
udélala velky kus prace. Sedm publikaci, z nichZ Sest bylo zvefejnéno v Casopisech s
impakt faktorem, je toho jasnym dikazem a v ramci dizertace je vysoce
nadprimémym vystupem. Experimenty byly planovany a provadény stylem, ktery je
na $picce soucasnych moznosti molekularni toxikologie u nds i ve svété. Kromé
opublikovanych dat autorka prezentuje i dosud nezvetejnéné vysledky. Statistické
zpracovani vysledki a jejich prezentace jsou na vysoké Grovni. Studie piisobi velmi
harmonicky a je pe€livé vypracovand po strance faktické i formalni. Zaroven
poskytuje dostatek podnétii k diskusi a zamy$leni nad moZnymi interpretacemi
vysledki, coZ je dalSim dikazem vysoké kvality vyzkumu i celého védeckého tymu.

Diskuse vysledki je vedena vécné a dobte reflektuje ziskané vysledky.



Zavéry jsou jasné formulovany a zcela odpovidaji dosazenym vysledkiim.
Mezi hlavni a prioritni vysledky patfi:
1/ validace potkaniho modelu pro sledovani metabolismu ellipticinu,
2/ identifikace P450 1A1 a 1A2 jako hlavnich enzymi metabolizujicich ellipticin a
zéroven nalez schopnosti ellipticinu svij metabolismus indukovat zvySenim hladiny
téchto enzymd,
3/ odhaleni ucasti cytochromu bs na metabolismu ellipticinu tim, e ovliviiuje jak
spektrum metabolitl (pomér mezi detoxikaci a aktivaci) tak i kinetiku reakce,
4/ vyvoj origindlnich metodik heterologni exprese cytochromu bs a izolace
neznamého aduktu ellipticinu za ucelem jeho charakterizace v nasledném studiu.

Dizerta¢ni prace tak vyznamneé piispéla k poznani molekuldrnich mechanismi
plsobeni cytostatika ellipticinu.

Kritické pfipominky a otdzky k autoreferatu i vlastni préci.

1/ Zajimalo by mne u jakého procenta pacientek s karcinomem prsu je ellipticin
pouzivan?

2/ Co je znamo o genetické variabilité kli€ovych enzyml metabolismu ellipticinu, tj.
pfedevSim o CYP1 rodin¢ a MPO? Jsou né¢které z polymorfismi funkéni a tedy
vyuZitelné pro farmakogeneticky odhad metabolismu ellipticinu u pacienti?

3/ Je mozné aby sloZeni membranovych fosfolipidi v rekonstituovanych systémech
ovlivnilo vysledky analyz metabolismu? Pokud ano planujete Vase analyzy provést v
budoucnu s ohledem na tento fakt?

4/ Zaznamenala jste pii kontrole expresniho klonu cytochromu bs sekvenovanim
né&jaké mutace (obvykle zptisobené polymerazou béhem PCR)?

VySe uvedené otazky slouzi k rozsifeni obzoru a nijak nesniZuji vysokou
kvalitu préace.

Dizertacni prace RNDr. Kotrbové zcela splnila sviij adel, protoZe autorka
prokazala schopnost samostatné védecké prace. Vysledky byly publikovany v
kvalitnich odbornych casopisech.

Z téchto diivodi doporucuji piredloZenou praci k obhajobé a udéleni titulu PhD.
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V Praze 25.11.2008 RNﬂrﬁPavel Soudek, CSc.
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