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Oponentský posudek disertační práce Mgr. Jaroslava MATALA „Porovnání lidských a prasečích biotransformačních enzymů se zřetelem na cytochromy P450 1A2, 2A19 a UDP-glukuronosyltransferasu 1A6“
Disertační práce Mgr Jaroslava Matala řeší velmi zajímavou problematiku, důležitou pro rozvoj péče o  lidské zdraví. Práce významně přispívá k rozvoji několika vědních disciplin. Konkrétně především farmakologie, biochemie a potenciálně též toxikologie. Disertační práce se zabývá poznáním funkce a vlastností několika významných lidských a prasečích cytochromů P450 (CYP), které participují na metabolismu řady xenobiotik včetně léčiv. Z cytochromů P450 byly studovány vlastnosti a funkce CYP1A2 a 2A19, prasečích orthologů lidských cytochromů P450 1A2 a 2A6, a to za využití experimentálních přístupů in vitro. Srovnány pak byly s vlastnostmi uvedených lidských orthologů. Vedle toho je práce kolegy Matala komparativní studií enzymových vlastností (aktivit) jednoho z významných enzymů druhé fáze biotransformace, UDP-glukuronosyltransferasy 1A6 člověka, prasete, opice, psa a potkana. Studium jak prasečích cytochromů P450, tak i UDP-glukuronosyltransferasy 1A6 různých biologických druhů má nepřehlédnutelný význam jak teoretický tak i praktický.  Takové studie jsou podstatné vzhledem k potenciálnímu využití těchto zvířat jako experimentálních modelů pro simulaci osudu léčiv v lidském organismu. Za velký přínos práce považuji skutečnost, že studie byly prováděny s isolovanými cytochromy P450 rekonstituovanými s dalšími složkami mikrosomálního monooxygenasového systému jako jsou NADPH:CYP reduktasa a cytochrom b5 v prostředí simulující situaci v membráně endoplasmatického retikula. Pro tento účel musely být enzymy isolovány v čisté formě, a to postupy, které nedegradují jejich enzymové aktivity. Získané enzymy pak byly identifikovány jako CYP1A2 a 2A19, za použití specifických protilátek proti těmto enzymům. Positivní výsledky se získáním čistých nativních cytochromů P450 z takových isolací jednoznačně ilustrují vysoké nasazení i laboratorní zručnost kandidáta. Výsledky dalších experimentů pak také jasně prokazují, že kolega Matal je zdatným a vytrvalým experimentátorem. 

Výsledky získané v disertační práci Jaroslava Matala prokazují, že studované prasečí cytochromy P450 jsou efektivní v metabolismu xenobiotik, užívaných jako markerové substráty jednotlivých forem cytochromů P450, efektivní jsou také v metabolismu skatolu.  Výsledky ilustrují podobnost prasečích cytochromů P450 s enzymy lidskými. Obdobné výsledky byly zjištěny i ve srovnávací studii sledující aktivity UDP-glukuronosyltransferasy 1A6 z různých zdrojů. Celkově tedy poznatky získané při vypracování disertační práce ukazují na potenciální využití hepatocytů prasete jako náhrad lidských hepatocytů pro studium metabolismu xenobiotik.
Význam výsledků získaných v průběhu vypracování disertační práce podtrhuje úspěšnost publikačních aktivit kolegy Matala. Výsledky práce byly publikovány v pěti původních vědeckých prací, z toho čtyři v časopisech s  impaktovým faktorem. Další práce Jaroslava Matala je  přehledovým článkem přijatým k publikaci. Výsledky práce tedy prošly celou řadou náročných recensních řízení a není k nim téměř co dodat. Mgr. Jaroslav Matal je navíc prvním autorem ve všech publikovaných pracích. To vše ilustruje, že kolega Matal dosáhl kvalitních výsledků, a že zvolené téma disertační práce jím řešené je opravdu aktuální. 

Jak již bylo uvedeno výše, z disertační práce je patrné, že autor je velmi zdatným experimentátorem, který ovládá širokou paletu experimentálních metod užívaných ve špičkovém výzkumu. Objem experimentální práce kolegy Matala je obdivuhodný. Vysoká metodická úroveň experimentální práce pak byla zárukou pro získání hodnotných výsledků, které významně rozvíjejí základní teoretické poznání. Výsledky disertační práce Jaroslava Matala, dle mého názoru, plně odpovídají vytčeným cílům. Práce přináší původní vědecké výsledky, které byly,  jak již bylo uvedeno, publikovány. Z práce je zcela patrné, že autor pracoval v badatelském týmu vysoké vědecké úrovně, což tvoří významný předpoklad i pro jeho další odborný růst.

Disertační práce Jaroslava Matala sestávající z textu čítajícího 114 stran, je jak po stránce formální tak i obsahové velmi pěkně vypravena. I když již výsledky byly většinou publikovány, je psána klasickým způsobem, používaným pro doktorské disertační práce. Získané výsledky jsou v disertační práci adekvátně hodnoceny a tvoří vysoce hodnotný základ pro rozvoj vědeckého bádání v této oblasti i do budoucnosti. Musím však zmínit, že se v práci vyskytuje několik nepřesností, které zřejmě pramení ze slangových výrazů používaných v laboratoři, kde kandidát pracoval. Předpokládám, že autor pracoval s liposomy místo micel (str. 79), za nesprávné považuji označení enzymatická, např. ve větě…velká pozornost je věnována jednotlivým enzymatickým (má být enzymovým) formám..“ (str. 31),  podobně termín, „osekvenovány“ (str. 36) není šťastný, termín slepé vzorky (str. 57 a jinde) bych uvedla v uvozovkách, za zvláštní také považuji formulaci uvedenou na str. 44 … z jaterní mikrosomální frakce buněčného homogenátu prasete….). Přivítala bych také, kdyby byly k práci přiloženy i separáty publikací, které kolega Matal publikoval v letech 2006-2009 a obsahují výsledky presentované v disertační práci. Tyto moje připomínky však rozhodně nejsou závažné a nijak nesnižují kvalitu disertace.

K disertační práci mám několik dotazů, které slouží především jako podklad pro následnou diskusi.:

1) V práci je autorem diskutována „indukce“ CYP2E1 ethanolem, hladověním atd. I když je v práci uvedeno, že se jedná o nepravou indukci, domnívám se, že by zvýšení hladin proteinu CYP2E1 skutečně nemělo být nazýváno indukcí. Mohl by autor vysvětlit jakým mechanismem dochází ke zvýšení hladin CYP2E1 hladověním?

2) Autor uvádí vhodnost prasečích hepatocytů pro možné využití pro konstrukci bioaarteficiálních jaterních náhrad (str. 87).  Zajímalo by mě, jestli jsou známy stability cytochromů P450 v prasečích hepatocytech. 

3) V experimentech využívajících cytochromy P450 rekonstituované s NADPH:CYP reduktasou a cytochromem b5 bylo vždy použito poměru 1:3:4. Považuje autor tento poměr za vhodný (optimální) a proč?

Závěr
Disertační práce Mgr. Jaroslava Matala je kvalitní vědeckou prací. Dle mého názoru práce rozhodně splňuje požadavky kladené na disertační práce obdobného typu. Přináší původní vědecké výsledky, které již také byly publikovány. Práci plně doporučuji k přijetí k obhajobě. Doporučuji rovněž, aby byl na základě úspěšné obhajoby předložené práce Mgr. Jaroslavu Matalovi udělen, dle § 47 Zákona o vysokých školách č. 111/98 Sb., akademický titul doktor ve zkratce Ph.D.

V Praze,  12. 11. 2009                                           Prof. RNDr. Marie Stiborová, DrSc.

                                                                       katedra biochemie, Přírodovědecká fakulta UK

Posudek doktorské disertační práce

Název práce: Porovnání lidských a prasečích biotransformačních enzymů se zřetelem na 
                       cytochromy P450 1A2, 2A19 a UDP-glukuronosyltransferasu

Disertant:       Mgr. Jaroslav Matal 

Posuzovaná práce se zabývá aktuální a stále sledovanou problematikou. Studium savčích (zvláště prasečích) biotransformačních enzymů je nejen cenným zdrojem teoretických poznatků, ale i přínosem pro racionální humánní farmakoterapii a vývoj bioarteficiálních jaterních náhrad. Autor se zaměřil především na izolaci a purifikaci dvou enzymů I. fáze (CYP 1A2, 2A19) z  jaterní  mikrosomální frakce prasete, charakterizaci izolovaných proteinů z hlediska aktivity vůči substrátům a inhibitorům lidských orthologních forem a objasnění jejich úlohy v metabolismu skatolu. Z enzymů II. fáze  se soustředil na  UDP-glukuronosyltransferasu UGT1A6, studium jejich kinetických parametrů v jaterní mikrosomální frakci experimentálních zvířat s cílem nalézt vhodný model pro studium metabolismu zprostředkovaného tímto enzymem u člověka.

Úvodní část přináší základní informace o významu a funkci cytochromů P450 a glukuronosyltransferas, přehled současných farmakologických poznatků o hlavních lidských formách těchto enzymů, a dále charakterizaci experimentálních modelů pro studium metabolismu xenobiotik. Přehledné a věcné zpracování dokumentuje dobrou orientaci autora ve studované problematice.

Cíle práce jsou exaktně stanoveny. Metody řešení byly zvoleny adekvátně cílům v souladu se současnou experimentální úrovní oboru. Z práce je zřejmé, že se autor seznámil s řadou experimentálních technik zahrnujících manipulace s biologickým materiálem, buněčnou frakcionaci,  rekonstituci funkčního sub-buněčného systému, chromatografické separace,  metody charakterizace proteinů, stanovení enzymových aktivit a kinetických parametrů, analytické metody pro stanovení metabolitů. Exaktní zpracování experimentální části i způsob prezentace výsledků svědčí o systematickém přístupu k řešení problematiky.

Výsledky práce plně odpovídají sledovaným cílům a přináší řadu původních poznatků. Disertantovi se podařilo izolovat v čisté formě a charakterizovat   dva cytochromy P450 z  jaterní mikrosomální frakce prasete, přičemž  CYP2A19 byl v čistém stavu izolován poprvé. Experimenty v rekonstituovaném systému byla prokázána podobnost mezi lidskou a prasečí formou těchto enzymů. Díky použití čistých enzymů v rekonstituovaném systému byl potvrzen předpoklad, že za metabolismus skatolu jsou zodpovědny především CYP2E1 a CYP2A19. Prioritním výsledkem je zjištění úlohy CYP1A2 v biotransformaci skatolu. Kladem práce je i zaměření na dosud méně studované enzymy II. fáze a objasnění mezidruhových rozdílů v biotransformacích zprostředkovaných UDP-glukuronosyltransferasami, především formou UGT1A6.

Diskuse odráží velmi dobrou znalost problematiky. Interpretace výsledků je vedena věcně a střízlivě. Platnost zjištěných poznatků je diskutována v kontextu s recentními informacemi v této oblasti. Cenným závěrem je potvrzení, že prase je vhodným modelem pro studium metabolismu xenobiotik,  zprostředkovaného studovanými enzymy u člověka.

Po formální stránce je práce o celkovém rozsahu 114 stran s odkazy na 241 citací vesměs recentní literatury zpracována standardním způsobem. Je přehledně členěna, experimentální data jsou v přiměřené míře dokumentována tabelární nebo grafickou formou. 

Domnívám se, že práce zcela splnila vytýčené cíle. Výsledky disertace byly prezentovány na tuzemských i zahraničních konferencích, o jejich kvalitě svědčí zveřejnění v renomovaných odborných periodikách (4 z 5 původních vědeckých prací v impaktovaných časopisech).

 K práci mám následující připomínky a dotazy:

· V práci se vyskytuje řada drobných formálních nedostatků - gramatické překlepy a chyby,  vynechaná slova, tečky za větami, vynechané mezery před jednotkou nebo % při udávání obsahu,  slova nepatřící do vět (zřejmě ponechaná z předchozích verzí), nomenklaturní nepřesnosti (kataláza x oxidasa, UDP-glukuronosyltransferáza x UDP- glukuronosyltransferasa,  uridin difosfát glukuronová kyselina...). 

·  Z předložené práce není zřejmé, zda jste hydroxylapatit, mikrosomy potkana, psa a opice připravoval sám nebo Vám byly poskytnuty. Chybí i údaj o původu standardů silybin glukuronidů.

·  Nezkoušel jste při chromatografii na hydroxylapatitu modifikovat eluční podmínky pro dosažení účinnější separace?

· V úvodní části práce uvádíte induktory biotransformačních enzymů. Prosím o vysvětlení mechanismů indukce. 

· Interindividuální variabilita aktivity CYP1A2 (viz str. 17) není zřejmě objasněna. Jaké by podle Vás mohly být její příčiny?

· Co znamená pojem „mechanism-based“ inhibitor? Jaký je ekvivalentní český název?

Závěr:
Předložená disertační práce Mgr. Jaroslava Matala splňuje dle mého názoru požadavky na kvalitní doktorskou práci. Přináší původní výsledky, které byly již přijaty vědeckou komunitou. Autor prokázal široké znalosti v dané problematice a schopnost samostatné tvůrčí vědecké práce.

Na základě tohoto hodnocení doporučuji předloženou práci k obhajobě a v případě úspěšné obhajoby k udělení akademického titulu doktor, ve zkratce  PhD, dle par. 47 Zákona o vysokých školách č. 111/98 Sb.
V Olomouci 16. listopadu 2009.                                          Doc. RNDr. Daniela Walterová, CSc.
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