Posudek na dizert&ni praci Mgr. Jana Milichovského

Cilend mutageneze ve studiu lidskych cytochronP450 rodiny 1 a jejich interakénich
partnera

Predkladana dizertai prace se zabyva studiem vlivu slozek mikrosorhaln
monooxygenazoveho systému na metabolistady chemickych latek, n&p barviva Sudan I,
aristolochové kyseliny, fenacetinu, apod. Hlavnimticem studia je vysledovat vliv cytochromu
b5 a jeho reduktazy jako alternativnich danoedukénich ekvivaleni pro monooxygenazové
reakce provathé cytochromy P450 zrodiny |. Dale je velmi podwbstudovan vliv
mutovanych foreméthto enzynmi P450 i cytochromu b5. Tattst je velmi originalni aimasi
zasadni poznatky pro dalSi &wvani vyzkumu v oblasti molekularni toxikologie¢décky se
tato dizertace zabyva velmi zavaznou problematikdee tedy konstatovat, Ze téma disgrta
prace bylo zvoleno vhodra v souladu s naroky kladenymi na doktorands kefiutol

Hlavni pozitiva dizert&ni prace.

Prehled literatury na vice nez dvaceti strankach,aldooprovazenych obrazky a tabulkami,
uvadi ¢ten&e do studované problematiky. Velmékmou formou je shrnuta oblast znalosti o
cytochromech P450 s hlavnimirdzem na jejich strukturu, redoxni partnery a funk@le je
rozebran vyznam cytochromu b5 a jeho reduktazy.toreehled misobi konsistenth bez
zbyteinych podrobnosti affpom nic podstatného neni vynechano.

Cile prace jsou jagnstanovené, vyplyvaji z informaci v teoretialdsti, a navrzeny postup je v
souladu s modernimi trendy vyzkumu u nas i véé\Orientace na studium mutovanych forem
enzymi predstavuje velmidlezity prispivek k miznymin silico pristupam, které jsou dnes hajn
vyuzivany a nejednou selhavaji ve srovnani s nagtadn vitro daty.

Vysledkovacast je spojena s diskuzi a pojednava jednak o dgklke jiz publikovanych ve
¢tyfech recenzovanycklancich v ¢asopisech s impakt faktorem a navic obsahuje dosud
nepublikované originalni tdaje. Z popisu vysledktiloZzenych originalnickélanki je patrné, Zze
autor uélal ohromny kus prace. Diskuziast vysledlt je pongrné koncisni a spiSe shrnuje
srozumitelnou formou dosazené vysledky.

Interpretace vysledkodpovida nagrenym datm. Autor sprava vyzdvihuje zasadni zji&bi,
ktera jsou jednozria¢ podpdenaradou experimeiit

Zawry jsou odpovidajici dosazenym vyslédk Mezi hlavni a originalni vysledky gagjisteni,
Ze:

1/ rekteré cytochromy P450 jsouiptupné redukci bakterialnimi flavoproteiny a mohedy byt
pouzity jako katalytické jednotky i bez ko-expré&>€éP reduktazy;

2/ aminokyseliny v polohach 135/137, 139/141 a 458/v P450 1A1/1A2 ovlitwiji interakci s
cytochromem b5;

3/ aminokyselina v poloze 65 cytochromu b5 do jistéry limituje silu interakce s P450
podrodiny 1A;

4/ pro metabolickou aktivaci aristolochové kyselifgou dilezité aminokyseliny v poloze
122/124 enzyrin P450 1A1/1A2 a row¥ aminokyselina v poloze 133 P450 1B1.

Ctyfi publikace v impaktovanycliasopisech, z nichZ je Mgr. Milichovsky prvnim aetor na
zasadni praci, o kterou se dizertace opira, jsenyja dikazem, Ze doktorska prace je velmi
kvalitni a zasluhuje uznani.



Komentd&e a otdzky k vlastni préci.

Vysokou ¥deckou Urove prace bohuZel trochu srazi pgrm vysoky p@et greklepi, které se

casto opakuji a jsouifpomny i v nadpisech kapitol nebo v tabulkach. Dd@léce obsahujgadu

formulatnich neobratnosti. dkteré giklady preklepy a nestandardnich formulaci:

- str. 24 a dale: pojem mutace se pouziva spiSezaaE se vyskytujici alterace v DNA. Pokud
se jedna o zemu s vice nez 1% frekvenci vyskytu v populaci,inaid62V pak hovéime o
polymorfismu.

- str. 24, teti radek zdola: ve &¢ ,CYP1A2 mimo fadu karcinogein a prokarcinogein
metabolizuje i celodadu uzivanych 8v.” se vyskytuje 2x slovéada.

- legenda k obr. 9: ...residui...

- str. 32, druhy odstavec zdola: ...spektrometrii...

- str. 33: druhy odst. shora: .. &wmozné interakce...a druhd E56...

- str. 34, druhy odst. zdola: ...byly pozorovéany...

- str. 42, posledni&ta: ...primery...nasedaly...

- str. 51, posledni odstavec: spiSe nez ,Plasmidragsformovan do buk...“ by bylo vhodné
napsat: Biky byly transformovany plasmidem...

- str. 62, konec odst. 3.4.5: ,Aktivita byla spena jako rozdil..."

- str. 65, posledni odst.éta ,Snes byla poté centrifugovana po dobu 5 minitif’ mema konec.

- str. 69, posledni odstavec zdola: Plocha piku...

- Tab 11-14: termin ,Doba metody“dkde s peklepem) by bylo lepSi nahradit: Délka analyzy.

- str. 74: popis opravy mutacéigomneé v poloze 171 CYP1ALl by bylo vhagi popisovat jako
korekcic¢i opravu mutace na normalni variantu nez tentoypostizyvat opravnou mutaci.

- Obr. 22: chybi popis co je na gelu v kominku @ézmg&m G.

- str. 77, text dole: misto pojmu ,spektré&lapravna forma“ by byl vhodjsi termin P450 v
nativnim stavu dle spektrofotometrie.

- str. 86, odst 4.1.4, prvnéta: slovo ,databaze” je zde dvakrat po&ob

- str 96,¢tvrta Wta shora: ve &t¢ je dvakrat po sabslovo ,byly“.

- str 96: ¥ta ,,Se vSemi zvolenymi cytochromy P450 (CYP1Al, @AR, CYP2B6, CYP2D6 a
CYP2C8) byla provedena exprese u kazdé imzht lahvich v 25 ml média.” vyZaduje
reformulaci.

- str. 102, druhy odstavec shorastar “Proto byly cisté rekombinantni proteiny CYP1A1,
CYP1A2 a CYP1B1 a jejich mutanti (S122A, T124V a3B88) odstraujici anebo naopak
zavaajici hydroxyskupinu na totéZz misto ve vazebné kKawibteinu.” postrada smysl.

- Obr. 48 a doprovodny text: v popisu bylmasi zaznit to co v publikaci Milichovsky et al.,
2016, tzn. Ze byl sledovan metabolit vznikafledlemethylaci.

- str. 109, pedposledni &ta: “Je tedy patrné, Ze aktivita obou studovanytbahromi P450 vici
vSem substram byla zvySenaii vSem substrém.” nedava smysl.

- str. 116, prvni #a: ,V pripace CYP1Al byla aktivita u¢i fenacetinu ¥tSiny mutani
piekvapiv srovnatelnd sirozenou formou.” mé problém se slovosledem.

- str. 121, posledni odstavec: zjéunyly prohozeny odkazy na obrazky &lmby byt uvedeno
obr 60 a 61.

- str. 123, druhadta zdola: ...R296Q (CYP1A2)...

- str. 125, z&atky nekolika odstavé: formulace typu ,Tendence mutantnich forem CYPIAL
mutacemi R135 a K455 k modulaci cytochromem b5 Byiidena v fipact reakce se Sudanem
| a fenacetinem.” neni Upin&astna. SpiSe bych pouzil .fidmnost mutaci R135 a K455 v
CYP1A1l omezovala schopnost cytochromu b5 modulpirateny Sudanu | a fenacetinu...
nebo jinak




VSechny prace iflozené k dizertaci byly recenzovany renomovanyndbarniky, a tudiz
nasledujici dotazy slouzi spiSe k porpo diskuze a k SirSimu nahledu na uvedenou
problematiku.

1/ Uvod, Tab. 1: zajimalo by mneskmu pouzivaji viry cytochromy P450.

2/ Mohl by autor rozvést na zakkadeho byly vybrany polohy k mutagenezi jak v P450 tak
v cytochromu b5?

3/ Na Obr. 22 a zejména 26 je &terych vzorcich patrnarppomnost porarné velké rady
kontaminujicich proteiln (nag. vzorky B a D na Obr. 26). Rovh specificky obsah P450 kolem
5 (tab. 18) ma daleko k homogeniNemohly tyto kontaminace¢jakym zpisobem ovlivnit
vysledky? Je &co zndmo o povazeédhto kontaminant?

4/ Vysledky s mutovanymi proteiny (Obr. 52-54) jseztazeny na reakci bez cytochromu bb.
Zda se mi vhod¥jSi posuzovat spiSe rozdily mezi WT a mutovanym Jakky byl divod pro
stavajici porovnani?

5/ Mutace cytochromu b5 v poloze 71 zjgwmezila jeho redukovatelnost b5 reduktazou (Obr.
60 a 61). Redpokladam, Ze v reakcich na obr. 52-54 kde stialilceakce iznych P450 se
sledovanymi substraty obvykle vice nez WT formarggukovala P450 reduktaza (POR). Bylo
by pak mozné spekulovat o tom, Ze mutace omeztgeaikci s CYB5R3, ale stimuluje interakci
s POR. Ma toto zjighi ngjaky prakticky smysl|?

Dizerta¢ni prace dle mého nazoru splnila sy Ucel, protoZze autor prokazal schopnost
samostatné ¥decké prace. Vysledky byly publikovany ve kvalitnib odbornych ¢asopisech.

Z téchto diavoda doporuéuji p Fedlozenou praci k obhajolg.
V Praze 22.8.2016
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Doc. RNDr. Pavel Sougek, CSc.
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