OPONENTSKÝ POSUDEK

na disertační práci Mgr. Michala Šillera

"Role cytochromů P450 a dalších enzymů metabolismu léčiv v biotransformaci dvou syntetických derivátů cytokininů"

1. ZHODNOCENÍ DISERTAČNÍ PRÁCE

Disertační práce Mgr. Michala Šillera je zaměřena na detailní studium přeměn dvou modelových látek patřících do skupiny substituovaných aminopurinů. První, olomoucin II, je inhibitorem cyklin-dependentních kináz, druhá, s pracovním označením NGF1568, je stimulátorem růstu a funkce neutrofilů. Práce obsahuje 109 stran, včetně 11 tabulek, 25 obrázků, a 150 citovaných prací. 

Zvolené téma a cíle představují velice aktuální směr moderní farmakologie. Studium metabolických přeměn a možných interakcí nově navrhovaných léčiv a obecně látek s perspektivou využití v humánní medicině je jednak závažným úkolem přinášejícím informace nutné k hodnocení vhodnosti těchto látek pro klinické využití, a jednak téměř nutností – vždyť např. Food and Drug Administration (USA) doporučuje testovat metabolismus takových látek prostřednictvím jaterních mikrosomálních enzymů před uvedením do klinické praxe.  Autor práce se zaměřil na biotransformace za účasti mikrosomálních enzymů tzv. 1. fáze metabolismu léčiv (cytochromů P450, zkráceně CYP) a také za přispění typických enzymů konjugační, tzv. 2. fáze biotransformace, UDP-glukuronosyltransferas a sulfotransferas. Činností těchto enzymů je významně ovlivněna eliminace více než poloviny metabolizovaných léčiv používaných v současné době v humánní medicíně. Je třeba uvést, že např. olomoucin II je de facto hydroxyderivátem roskovitinu, látky, která pod názvem seliciclib úspěšně absolvovala II. fázi klinického zkoušení. 

Cíle práce jsou vytýčeny jasně; byly následující a směřovaly ke studiu:
a) Sledování vlivu cytokininových derivátů olomoucinu II a NGF1568 na enzymovou aktivitu CYP obsažených v mikrosomální frakci buněčného homogenátu lidských jater in vitro

b) Metabolismu testovaných látek jaterními mikrosomálními CYP

c) Příspěvku vybraných konjugačních enzymů k metabolismu testovaných látek

Použité metodiky byly velmi komplexní a naprosto adekvátní ke zvoleným cílům. 

Pro stanovení enzymových aktivit jednotlivých CYP obsažených v jaterní mikrosomální frakci použil autor typické markerové aktivity daných enzymů. Ke zjištění, která forma CYP je odpovědna za metabolismus uvedených látek pak aplikoval autor jak experimenty s rekonstituovanými systémy, tak experimenty se  specifickými inhibitory jednotlivých forem CYP. Ke studiu příspěvku konjugačních enzymů použil autor analogické postupy.  Identifikace metabolitů byla provedena pomocí HPLC/MS. Z uvedeného vyplývá, že k realizaci projektu bylo nutné použít širokou paletu postupů, jejichž náročnost výrazným způsobem přidává práci na kvalitě. 

Disertační práce přináší řadu výsledků, které jsou hodnověrné a cenné. Za originální a zvláště přínosné považuji následující výsledky autora:

1) Bylo zjištěno, že olomoucin II je z hlediska možných lékových interakcí na úrovni jaterních mikrosomálních enzymů látkou pravděpodobně bezpečnější než roskovitin (seliciclib), protože inhiboval aktivity významných CYP v řádově vyšších koncentracích než roskovitin.

2) Možnost lékových interakcí olomoucinu II především se substráty, induktory a inhibitory CYP3A4 není zcela vyloučena již vzhledem k tomu, že tento enzym je odpovědný za přeměnu olomoucinu II na metabolit (identifikovaný hydroxyderivát). 

3) Obě látky podléhají glukuronidaci, olomoucin II je navíc ještě sulfatován. Studium metabolismu látek těmito enzymy je důležité, protože otevírá možnosti potenciálních lékových interakcí i na této úrovni. 

Diskuse odráží dobré znalosti problematiky. Interpretace vlastních výsledků je věcná a střízlivá. Platnost zjištěných skutečností je konfrontována v kontextu s recentními informacemi v této oblasti. 

Po formální stránce je práce přehledně členěna s kvalitní grafickou úpravou. Obsahuje všechny požadované části s minimem chyb. Všechny deklarované údaje a výsledky jsou velmi ilustrativně demonstrované řadou obrázků a tabulek. Určitou slabinou je použití laboratorního žargonu, např. „puntík“ místo symbol. 

Celkově nutno konstatovat, že předkládaná disertační práce dokladuje úspěšné splnění všech vytýčených cílů. 

2. PŘIPOMÍNKY A DOTAZY OPONENTA 

K práci mám pouze drobné připomínky, které nijak nesnižují její úroveň:
- Některé tabulky svoji snahou o uvedení maxima dat ztratily poněkud na přehlednosti (např.  tab. 3).

- Na obr. 18, kde je popsán vliv inhibice vzniku metabolitu oxidem uhelnatým, nedošlo 

   k úplnému odstranění vzniku metabolitu, ale jen ke snížení o 80%. Jaké je vysvětlení tohoto  

   jevu?

- Existují rovněž specifické inhibitory konjugačních enzymů, jejichž použití by mohlo přispět 

   k identifikaci forem podílejících se na biotransformaci studovaných látek?

3. Závěrečné hodnocení

Předložená disertační práce Mgr. Michala Šillera splňuje podle mého názoru všechny požadavky na kvalitní doktorskou práci. To dokladují i 2 prvoautorské publikace (jedna publikovaná, druhá v řízení) v mezinárodních časopisech, a tři uveřejněné práce v recenzovaných periodikách s IF v oboru metabolismu léčiv, kde je Mgr. Šiller spoluautorem. Autor tedy prokázal široké znalosti v dané problematice a schopnost samostatné tvůrčí vědecké práce. 

Na základě tohoto hodnocení předložené disertační práce d o p o r u č u j i, aby po její úspěšné obhajobě byl Mgr. Michalu Šillerovi udělen titul Ph.D.
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Posudek na disertační práci Mgr. Michala Šillera

Posuzovaná disertační práce Mgr. Michala Šillera, nazvaná „Role cytochromů P450 a dalších enzymů metabolismu léčiv v biotransformaci dvou syntetických derivátů cytokininů“, je koncipována jako ucelená vědecká studie, která je předepsaným způsobem členěna a obsahuje všechny závazné oddíly. Jedná se o prezentaci původních vědeckých výsledků doplněnou souborem čtyř publikací v impaktovaných mezinárodních periodicích se souhrnným impaktním faktorem 8,655. Navíc jsou dvě další práce zaslány a nacházejí se v různém stupni redakčního procesu. 

Práce obsahuje 109 stran textu včetně seznamu 151 použitých literárních odkazů. Autor práci až na několik formálních opomenutí a chyb pečlivě sepsal a přehledně rozčlenil na tyto části: Souhrn v českém a anglickém jazyce, Úvod a Teoretickou část (33 stran), jejíž součástí je konkrétně formulovaný Cíl práce, dále Experimentální část (18 stran) a Výsledkovou část (14 stran), následovanou Diskusí (7 stran) a Závěrem (2 strany). Velmi pozitivně lze hodnotit, že se autorovi podařilo výsledky výzkumu uveřejnit v mezinárodních časopisech s dobrým impaktním faktorem a navíc i to, že je disertant v jednom případě prvým autorem. 

Teoretická část logicky setříděnými informacemi čtivou formou čtenáře uvádí do oblasti výzkumu biotransformace cizorodách látek v organismu. Autor se především zaměřuje na dvě velmi důležité skupiny zúčastněných enzymů, cytochromy P450, jako představitele enzymů I. fáze biotransformace, a transferasy, UDP-glukuronosyl-  a sulfotransferasy, které představují nejvýznamnější konjugační enzymy. Pečlivě je probrána problematika lékových interakcí a vysvětlena na dobře zvolených příkladech. Vhodně jsou přičleněny poměrně rozsáhlé tabulky shrnující současné poznatky. Protože právě oblast lékových interakcí je v případě dvou nově vyvíjených potenciálních léčiv, odvozených od struktury cytokininů, dosud jen nedostatečně probádána, zvolil si autor tuto problematiku za cíl své disertační práce. 

Experimentální část kromě výčtu použitých chemikálií a přístrojů, obsahuje podrobný rozpis metodických bohatých přístupů, které autor ve své práci aplikoval ke splnění vytčeného cíle práce. 

Výsledková část především formou tabulek a grafů dokumentuje k čemu disertant při řešení jednotlivých dílčích úkolů dospěl. Jedná se presentaci věrohodných výsledků elegantní studie, která jednoznačně prokazuje, které formy lidských cytochromů P450 se účastní jak na interakcích s oběma testovanými sloučeninami, tak na jejich metabolismu. V další části je velmi správně pozornost věnována i studiu metabolismu obou cytokininových derivátů konjugačními enzymy. Jak v případě použití lidských UDP-glukuronosyltransferas, tak sulfotransferas se podařilo separovat vzniklé konjugáty a identifikovat je technikou hmotnostní spektrometrie. Z uvedených výsledků vyplývá, že Mgr. Šiller všechny cíle práce zvládl dobře splnit.
Diskuse je věcná a bez zbytečných spekulací. Zasazuje výsledky práce do širších souvislostí. Rozsah je adekvátní objemu získaných výsledků. Rozhodně lze souhlasit s názorem, jak dále směrovat výzkum, protože pro lékové interakce je též velmi důležité určit indukční potenciál obou látek na expresi zúčastněných biotransformačních enzymů.   

Jako ve většině  rozsáhlejších prácí, tak i v předkládané disertaci, se vyskytuje řada odborných nepřesností a opomenutí, jazykových neobratností a formálních nedostatků, z nichž si dovolím některé zmínit:

1. Práce je pečlivě a přehledně sepsána, ale zřejmě při konečné editaci došlo k posunu textu tak, že některé oddíly či kapitoly zcela zbytečně začínají na samém konci stránky (např. str. 46). Podobně neobratně působí rozsáhlé tabulky až přes 4 strany (Tab. 3). V rozporu s obecně platnými pravidly, jsou čísla a názvy tabulek uváděny pod tabulkou, jak je obvyklé pro obrázky. Nevhodné je též, když je popis k obrázku až následující straně (např. Obr. 7). 

2. V práci by se neměl objevit zápis – „etanol“ nebo „metanol“ bez „th“ (str. 38 a 49). Neobvyklé je i systematické uvádění číselných údajů bez oddělení od jednotek. Termíny a názvy přejaté z latiny by měly být uváděny kurzivou.

3. Dobrý vědecký styl disertační práce je někdy zbytečně degradován hovorovými výrazy a  výrazy z laboratorního „slangu“ (např. „pík“, „puntík“, „můžou“)..  

4. Rozhodně chybně je v práci označen PXR jako „pregnance X receptor„ (str. 37), dále nelze souhlasit s tvrzením, že „v případě CYP podílejících se na metabolismu léčiv se jedná o NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasu, FAD, FMN, cytochrom b5 a fosfolipid“ (str. 17).

K autorovi mám následující dotazy:

1. V teoretické části práce hovoříte o celé „rodině“ UDP-glukuronosyltransferas. Jedná se o homologní enzymy? Dá se, podobně jako u CYPs, nalézt společný silně konzervovaný motiv, který by byl společný pro většinu těchto konjugačních enzymů?

2. V případě CYPs hovoříte o poločasu těchto enzymů v organismu. Jedná se skutečně o hodnoty v řádu až týdnů? Liší se významně v tomto ohledu jednotlivé formy CYP?

3. Jaký byl důvod pro poměrně dlouhé (30 min.) preinkubace s inhibitory, jak uvádíte na str. 56? Nedojde k výraznému snížení jejich koncentrace za tuto dobu? 

4. Jakému metabolitu by mohl odpovídat vrchol na elučním profilu z HPLC okolo 6,3 min. v experimentu, kdy byla metabolická aktivita CYP inhibována CO (Obr. 18. str. 69)?

Uvedená drobná opomenutí a ojedinělé formální nedostatky nikterak nesnižují kvalitu předkládané práce.

Závěrem je možno konstatovat, že Mgr. Michal Šiller prokázal jak velmi dobrou orientaci ve studované problematice, tak schopnost vědecké práce, včetně publikace získaných výsledků v impaktovaných mezinárodních časopisech. Při řešení studované problematiky byly získány originální výsledky naznačující možné lékové interakce studovaných sloučenin v důsledku jejich vazby na významné enzymy I. a II. fáze biotransformace. I další výsledky, které prokazují metabolismus studovaných sloučenin, jsou důležitým přínosem k výzkumu přeměny těchto potenciálních léčiv v lidském organismu.

Předkládanou práci hodnotím jako kvalitní vědeckou studii, která splňuje veškeré požadavky kladené na disertační práce. Vzhledem k těmto skutečnostem jednoznačně doporučuji, aby disertační práce byla přijata k obhajobě a aby na základě úspěšné obhajoby byl Mgr. Michalu Šillerovi udělen akademický titul Ph.D. v oboru lékařské farmakologie.

V Praze 20.10.2010








Prof. RNDr. Petr Hodek, CSc.

