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PiedlozZena disertacni prace se zabyva studiem vlivu stereoisomerie na mozné lékové interakcee,
zprostiedkované ovlivnénim rtiznych forem lidskych jaternich cytochromii P450. Zvolen€ téma je
nepochybné velmi aktualni. Pro studium této problematiky byla pouZita adekvatni metodika: méfeni
inhibi¢niho efektu vybranych I€¢iv, resp. jejich enantiomert, na enzymovou aktivitu lidskych
jaternich mikrosomi viici substratim, charakteristickym pro jednotlivé formy cytochromti P450,

které potencialné hraji roli v metabolismu lé¢iv.

Prace je sepsana v Ceském jazyce, je vecelku prehlednd a ctiva. Text prace je - dnes jiz
ponékud atypicky - ,,standardné élenén® na kratky ivod, cil prace, ptehled literatury (oznaceny jako
teoreticka ¢ast™) o délce 34 stran, experimentdlni ¢4st popisujici pouzity material a metody (15
str.), vysledky (21 str.) a diskusi (7 str.), dale shrnujici diskusi oznadenou jako ,,zaver (3 str.),
souhrn/summary a ,.technické ¢asti jako je seznam literatury (189 citaci) a seznam publikovanych
praci disertantky (4 prace pfimo souvisejici s tématem disertace, z toho dvé prvoautorské, a dalsi
dvé prace z oblasti xenobiochemie, 7 posteri a ordlnich vystoupeni na odbornych férech). Celkovy

rozsah prace je 113 stran, 22 obrazki a 15 tabulek.

Z vécného hlediska je mozno konstatovat, Ze prehled literatury podava stru¢né shrnuti
dostupnych informaci o hlavnich formach lidskych cytochromt P450, podilejicich se na
metabolismu xenobiotik, dale se zabyva prehledem moznosti Iékovych interakei, doplnénym
ponékud podrobnéj$imi pasazemi o stereoisomerii [€Civ a stereospecifickém metabolismu 1é€iv. Zde
bych snad podotkl, ze bych byl povazoval za G¢elnéjsi, aby se text vice zaméfil pravé na tuto oblast,
ktera je jadrem disertace, a je podstatné méné znamd, nez predchozi pasaze. Autorka se omezuje
spiSe na uvedeni ,,ptikladi® a nevytkla si zde za cil shrnout souc¢asné znalosti. Z formalniho
hlediska se mi - s ohledem na celkovy rozsah textu i na rozsah této ¢asti disertace - nezd4 pfili§

rec
1

St'astné Clenéni a Cislovani ,,na Sest urovni®, zejména kdyz mnohé takto oznacované ,kapitoly* jsou
opravdu pouhé odstavce o rozsahu nékolika fadkd (napf. 3.3.3.1.1.1 nebo 3.3.3.2.1.2);
pravdépodobné by zde postacilo vyznaceni obsahu odstavce napt. zvyraznénim ptislusného terminu

tuénym fezem pisma.

Vysledkova ¢ast veelku prehledné prezentuje ziskand data, jejichz diskusi a vyvozované

zavéry povazuji za relevantni a adekvatni. Z pohledu obhajoby prace jsem pfi Cteni disertace



ponékud postradal informaci o tom, ktera z prezentovanych dat jiZ byla publikovéna a kde, resp. jak
souviseji prace autorky uvedené na konci disertace s jednotlivymi prezentovanymi experimenty.
Domnivam se, Ze by bylo vhodné, aby disertantka tyto informace, stejné jako informace o tom, jaky
byl jeji vlastni podil na uvedenych publikacich, resp. prezentovanych vysledcich, uvedla v pribéhu

obhajoby.

Uvedené pfipominky nijak nesnizuji celkové vysokou Uurovenl predioZené
disertadni prace, kterou proto doporuéuji k obhajobé a v pfipadé uspésne
obhajoby jako zaklad k ziskani akademického titulu Ph.D podle §47 zakona o
vysokych &kolach (Zak. 111/1998 Sb. v platném znéni)

K praci a jeji obhajob& mam nasledujici dotazy:

1. V praci je pouzito indikaénich pro jednotlivé formy cytochromi P450, které umoziuji sledovat
jejich aktivitu i ve smé&snych mikrosomech. Obvykle sta¢i védgt, Ze takové substraty jsou
metabolizovany vyluéné nebo skoro vyluéné danou formou. S ohledem na predkladané vysledky
resp. jejich interpretaci by vsak také bylo dobré védét, zda tyto substraty nemohou oviiviiovat

aktivitu jinjch forem (napt. inhibicf). Jsou takova data znama z literatury?

2. S odkazem na obr. 10, tab. 8. a obr. 11 se na str. 61 prace uvadi, ze (28, 4R)~(-)-KET vykazoval
statisticky signifikantng siln&jsi inhibici pro midazolam nez druhy testovany stereoisomer. Data na
zmifiovaném obrazku 10 (a koneckonct ani ¢iselné hodnoty v tabulce 8) mne o tom nijak
nepresvédeuji. (Pfedpokladam, ze jde o prostiedni panel ve sloupci A obr. 10.) Bylo by mozno v
ramci obhajoby prezentovat tento vysledek v ,,plné velikosti®, véetné fitované kiivky, z niZ byly
odedteny hodnoty pro tabulku 8? V jakém vztahu jsou obr. 10 a tab. 8 a na druhou stranu obr. 11, 12
a tab. 92 Jedna se o data z tych? experimenti (jen jinak zpracovand), nebo jde o nezavislé

experimenty?

3. Z mého pohledu by se jevilo zajimavé ovefit a vysvétlit metodou molekularniho modelovani také

alesporni néktery z vysledki, kde nebyly pozorovény v&tsi rozdily mezi enantiomery, které ptitom

viechny inhibuji. Byl uéin&n n&jaky takovy pokus?
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V Praze, 17. 10. 2017 Prof. RNDr. Jifi Hudecéek, CSc.
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Studium interakci léCiv s enzymy metabolismu cizorodych latek

Dizerta¢ni prace Mgr. Kristyny Krasulové se zaméfila na aktudlni problematiku ve
farmakologii a to zjistit, zda existuje stereo-specificka inhibice biotransformacnich enzymi rodiny
cytochromu P450 svybranymi komeréné dostupnymi IéCivy, kterda se vyskytuji Casto jako smés
optickych izomerd. Vzhledem k tomu, Ze lidské télo je zaloZeno na absolutni potfebé L-aminokyselin
&i D-sacharid(, je nanejvy$ vyznamné toto zndt, nebot rozdilnosti inhibice by mohlo byt vyuZito ke
zkvalitnéni l1écby zavedenim jen jednoho izomeru do lé¢ebného pfipravku. ProtoZe vétSina zejména
oralné podavanych lé¢iv prochazi jak stfevem, tak jatry, kde jsou koncentrace cytochrom( P450
nejvyssi, je znalost interakci téchto optickych izomerd nutnd pro vylouéeni moznych mezi-lékovych
interakci, ke kterym pfi farmakoterapii mdZe dochazet.

Zvolend metodika i postupy, které byly pouZity ke studiu zamyslenych interakci danych
optickych izomer( s nejdalezitéjSimi ¢leny rodiny cytochromu P450 jsou adekvatni a splnily vytycené
cile. Disertaéni prace je kvalitné zpracovana a je podpofena i adekvatnimi publikacemi v zahrani¢nich
Casopisech s impakt faktorem.

Nicméné i v této préci je nékolik drobnych nedostatkd, kterym se $lo vyhnout:

Napf. u vétsiny obrdzkl neni odliSeny nazev a popisek, coZ sniZuje prehlednost toho, co je regulérni
text a co popisek obrazku.

V nékterych tabulkdch jako napf.8/9 jsou uvedeny hodnoty SD srozdilnym poctem platnych
desetinnych mist od po¢tu desetinnych mist priméru.

Na str.57 — v tabulce 7 se vyskytuje koeficient ,alfa“i,a“ coZ je matouci.

Déle, reference na pouZité rovnice by méla byt pfesnéjsi (reference 158 je nekompletni). Neni zcela
zfejmé, kde se dané rovnice vknize nachazeji. Plus ,zjevnd“ (aparentni) Michaelisova
konstanta/limitni rychlost inhibované reakce by mély byt znaceny zcela odli$né, jinak nékteré
z uvedenych rovnic nedavaji smysl.

Na str.28 — Xenobiotika jako fenobarbital, fenytoin jsou nespravné oznacena za ligandy CAR.

Na str.63 — Uvedeni popisu obrazku, Ze se jednd o IC50 kfivky ketokonazolu je chybny. Neni zfejma
zavislost IC50 na koncentraci. Névic, osa x prostifedniho grafu je chybné popséna.

Na str.63 vs 64 — Isomery ITRAkonazolu jsou ve vétsSiné textu oznaceny jako ITZ ale v tabulkdch ITR.
Na str.73 a 74 — Felodipin nese jednou oznaceni R-/S-, podruhé (+)/(-). Méla by v celém textu panovat
konzistence.
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Na str.87 — Prvni odstavec, posledni véta: Uvddéni rozmezi plazmatickych koncentraci TAMsulosinu
v nmol (coZ neni jednotka koncentrace) neni vhodné.

Na str.26 uvedena informace o roli estrogenniho receptor alfa v regulaci CYP2A6 a zdroven zminka o
nedefinované roli napf. HNF4alfa, glukokortikoidniho receptoru. Tyto role nejen v regulaci tohoto
cytochromu jsou relativné dobre prozkoumané.

Celkovy dojem z ptedkladané prace je kladny, prace je ¢tivé napsand a mam k dané praci
ndsledujici dotazy:

1) Na str.66 — Je tvrzeni, Ze hodnoty IC50 pro TAMsulosin méfeno jako hydroxylace
midazolamu presahly hodnotu 100uM (obr. 13). Dle uvadéného obrazku to vsak neni
pravda. Prosim o vysvétleni, z ceho tato interpretace dat vychazela?

2) U TAMsulosinu je uvedeno (str.87), Ze dosahuje nizkych koncentraci v plazmé a tak dopad
inhibice CYP3A4 neni klinicky jasny. Nicméné znacné mnozZstvi CYP3A4 se nachazi i
v enterocytech. Jaké jsou koncentrace TAMsulosinu ve stievé?

3) V ¢em se lisi alely CYP2C9/19, které byly testovany (str.82), na tGrovni primarni struktury ?

4) Na str. 63 —v tabulce 8 jsou uvedeny signifikance , ale neni vysvétleno, vici éemu bylo co
testovdno. Navic, pro CYP2C19 je vidét rozdil mezi ITR A/B a ITR C/D, ale neni signifikance.
Prosim o celkové vysvétleni podstaty statistického testovani.

5) Na str.64 — Je zminka, Ze pokles aktivity nékterych CYPU byl pfi 100uM koncentraci
diastereoizomertd ITRAkonazolu pouze 60%. Nicméné v tabulce 8 (str.63) je uvedena hodnota
IC50 vétsi jak 50uM. Pokud byly testovany koncentrace az 100uM, proc neni uvedeno
v tabulce, Ze hodnoty IC50 jsou vétsi jak 100uM? Navic, je zde i uvedena zminka o rozdilu
mezi testovanymi izomery ITRAkonazolu na CYP2B6, CYP2C9 a CYP2D6 aktivitach. Odkud
toto tvrzeni pochazi?

PredloZenou praci doporucuji k obhajobé a po zodpovézeni dotazl navrhuji, aby
kandidatce byl udélen akademicky titul doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych
Skoldch ¢.111/98 Sb.

V Olomouci dne 16.10.2017

doc. lng Radim Vrzal' Ph.D.
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