Oponentsky posudek na disertacni praci Oksany Sevastyanové,
M.D. ,,Genotoxicity of organic air pollutants studied by DNA adduct

detection*

MUDr Sevastyanovd, zaméstnana v Laboratofi genetické toxikologie
Ustavu experimentalni mediciny (UEM) AV CR, v.v.i, podava v angli¢tiné
disertacni praci z oblasti genetické toxikologie, jako podklad pro ziskani titulu
Ph.D. v komisi studijniho programu Molekularni a bunécné biologie, genetika a
virologie Ptirodovédecke fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Podkladem
disertace (uvadény jako Appendix 1-5) je pct publikaci v anglické jazyce,
uvetejnénych (4 prace) ¢1 piedlozenych k publikaci (1 prace) v roce 2007
v prestiZznim a v oboru genetické toxikologie asi nejuznavanéjSim mezinarodnim
Casopise Mutation Research (Elsevier). V rozsdhlém autorském kolektivu téchto
praci, ve tiech ptipadech sloZeny 1 z pracovnikil jinych instituci, je Dr.
Sevastyanova dvakrat jako prvni autorka. Vlastni disertace pak na 50 strankach
shrnuje hlavni vysledky z téchto publikaci na nichz se, jak ptfedpokladam,
autorka disertace prevazné podilela.

Na vSech péti publikacich jsou jako spoluautoti (vedle dalSich) uvadény
viidéi osobnosti Laboratofe genetické toxikologie UEM AV CR, vedouci
laboratote a ,,supervisor disertantky R.Sram a déle J. Topinka a B. Binkova,
ktefi zteymé byli 1 jejimi hlavnimi radci v celkovém tematickém zaméteni
disertace i po jeji metodické a interpretacni strance. Velkou vyhodou Dr.
Sevastyanové byla praveé skute¢nost, Ze mohla vyuzit dlouholetych zkuSenosti 1
uznavaného postaveni Laboratofe genetické toxikologie ve studiu genetickych
ucinki latek zevniho prostiedi a jejich smési a to jak na Grovni laboratornich
modelt tak v oblasti epidemiologickych studii lidské populace, podlozené
Sirokou metodickou zékladnou na vysoké tirovni, SpiCkovym pfistrojovym
vybavenim, dobrou organizaci prace, zajiSténymi servisnimi sluzbami ( zde
napft. pro analyzu extrahovanych kancerogennich polycyklickych aromatickych
uhlovodikt, dale k-PAU), Sirokymi vazbami na uzndvané laboratote v zahranici
a v neposledni fad€ 1 na Ceské poméry nadprimérnym finan¢nim zabezpecenim.

Diky tomu mohla navézat na piedeslé prace vySe uvedenych pracovnikii
laboratofe a jejich spolupracovnikil a spolupublikovat nové cenné poznatky o
genotoxickych ucincich komplexnich smési znecistén¢ho ovzdusi, zejména
organickych latek (a z nich zeyména k-PAU), extrahovatelnych z
méstskych respirabilnich prachovych castic o velikosti az nad 10 um (PM 2,5 a
PM 10) zachycenych na specielnich filtrech a vzorkovacich bud’ béhem
zimniho a letniho obdobi na riiznych lokalitach nebo v ptipadé
epidemiologickych studii pomoci osobnich odbérovych zatizenich.

Analyza u€inkd komplexnich smési i ptipadné jejich jednotlivych slozek,
vyjadiena pievazné tvorbou a mnozstvim DNA aduktl zjisténych pomoci



metody 32P poslabelingu, je v disertaci rozdélena do dvou vétsich celkti : a) in
vitro studie, zahrnujici acelularni test na brzlikové DNA, a na tfech lidskych
bunécnych kulturach, pficemz na jedné z nich bylo provedeno srovnani citlivosti
ttech biomarkerti (DNA adukty, DNA zlomy a exprese proteinu p53),

b) molekularné epidemiologické studie na skupiné méstskych straznikti v centru
Prahy, vystavenych v ur€itém zimnim a letnim obdobi €¢inkiim k-PAU
absorbovanych na respirabilnich ¢asticich vzduchu.

V uvodni ¢asti vlastniho textu disertace prokdzala disertantka velmi
dobrou orientaci v problematice, kterou experimentaln¢ fesila. Pozoruhodna pro
m¢ byla skutecnost, ze pfevazna Cast citovanych praci je plus minus z 21. stoleti.
Znamena to, Ze toto obdobi piineslo rozhodujici kvalitativni ,,zlom* v poznani
genotoxickych u€inklt komplexnich smési, PAU apod. ?

V tomto literarnim Givodu jsem trochu postradal podrobng;si shrnuti o
podstaté vzniku (na molekularni Grovni) adukti, o jejich typech po plisobeni
PAU, o genech resp. proteinech, které tyto leze reparuji atp.

Podobné jsem postradal 1 podrobnéjsi vysvétleni podstaty metodiky i
technické detaily zjiSténi adukth (32P postlabelingu), uvdzime-li, Ze disertace je
zaloZena pievazné na této metodice.

Zaujala mne ¢ast popisujici vysledky pokust, sledujicich interakce
umélych smési PAU (str. 11-13). Nabyl jsem dojmu, Ze zatim nejsou znamy
obecngjsi pticiny, pro€ jednou dojde k aditivnimu, jednou k synergickému a
jednou k antagonistickému efektu. Lze v blizké dobé ocekavat néjaky zasadné;si
prilom, resp. novy pfistup v feseni ptri€in téchto ¢asto rozporuplnych vysledka?

Vsechny vysledky uvadéné v disertaci, velmi srozumiteln€ a vécné
shrnuté 1 v autoreferatu, povazuji za velmi cenné pro dalsi rozvoj prace fesenych
problematik, at’ jiz jde o0 moZnost nebunécnych testli in vitro na thymové DNA
(+ S9 frakce v ptipad¢ PAU), o HePG2 buiiky jako nejvhodnéjsi pro zjisStovani
genotoxického potencidlu smési, o vice méné stejném kvalitativnim slozeni
smési z tak rtiznych lokalit, jako je Praha, KoSice ¢i Sofie, o rozhodujici roli
koncentraci k-PAU a zejména B(a)P pro genotoxické u¢inky bez ohledu na
koncentraci respirabilnich prachovych castic 1 o vysledky epidemiologickych
studii na prazskych policistech. Ostatné, jejich vérohodnost a originalita byla
provétena lépe neZ mnou (nespecialistou) obvykle velmi pfisnymi recenzenty
(specialisty) publikaci pro Mutation Research.

V praci o vlivu genetického polymorfismu na individudlni citlivost
policisti vici komplexnim smésim mne piekvapilo, Ze Zadny vliv nemély geny
pro reparaci DNA (na rozdil od genti pro metabolickou aktivaci, resp.
detoxifikaci PAU). Lze to n¢jak vysvétlit ?

Prevazna ¢ast vysledkl 1z nich vyvozenych zavért v disertaci se shoduje
s vysledky a zavéry onéch péti publikaci v Mutation Research, které tvoii



podklad disertace a které jsou dilem pomérné velkych kolektivii. Povazoval
bych proto za velmi Zadouci, aby disertantka vymezila sviij konkrétni podil na
praci téchto kolektivi.

Zavérem mohu konstatovat, ze disertatni prdce MUDr O. Sevastyanové ma
velmi vysokou troven jak po strance kvality vysledka tak jejich interpretace a
strance formalni a po zodpovézeni pifipominek, zeyména po uspokojivém
vysvétleni svého podilu na vysledcich doporucuji, aby komise pro obhajobu jeji
disertace vyslovila souhlas s udéleni titulu Ph.D.

V Praze dne 9.8.2007

RNDr. Jifi Veleminsky, DrSc



