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UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
LEKARSKA FAKULTA
Deékanat, Hnévotinska 3, 779 00 Olomouc

V Olomouci 24. ledna 2020

Zapis o0 konani obhajoby disertaéni prace ve studijnim programu L.ékaiska
farmakologie

Mgr. Alena Spic¢akova, DIS. védecké pracovnice Ustavu farmakologie LF UP a FNOL,
studentka kombinované formy doktorského studijniho programu Lékarskd farmakologie LF UP
v Olomouci.

Téma disertacni prace: ,Interakce enzymii metabolismu léciv, zejména cytochromi P450,
s biologicky aktivnimi latkami v¢. nutraceutik*

Obhajoba se konala v Olomouci 24. ledna 2020 v 10:00 hodin.

Komise:

predseda: doc. MUDr. Karel Urbanek, Ph.D. ..........ccccccoeeo..PHIEOMEN...cviiiiiiiiiieiceeese e

mistopiedseda: prof. MUDr. Rostislav Veceta, Ph.D. ............... pritomen............cooeviiiiiiininnnnn.

Clenové: prof. MUDr. Ondfej Slanaf, Ph.D.................. NePritomen. ........oovvvvrinenannnnns
prof. MUDr. Stanislav Mi¢uda, Ph.D............... pritomen...........cooeeviiiiiiiiiee,
doc. RNDr. Eva Kmonickova, CSc.................. pritomna...........cooeiiii,
prof. RNDr. Jifi Hudeéek, CSc............cevennenn. prtomen............oooiii .
doc. Mgr. Jan Jufica, Ph.D...............ooo. pritomen...............coooiiiiiinn.L.
prof. MUDr. Milan Kolat, Ph.D..................... pritomen............ccoovviiiiiiinnnnn.
prof. MUDr. Jaroslav Opavsky, CSc............... pritomen.........ccocvveviiiiiiiinnnn.
doc. RNDr. Peter Ondra, CSc..........cocevenennene. pritomen.............coooiiiiiiiiiii

Oponenti: prof. RNDr. Jiti Hudecek, CSc. ...........ceevenn.n. prHtomen..........oooviviiiiiiieien
Katedra biochemie Ptirodovédecké fakulty UK v Praze
doc. PharmDr. Jan Jufica, Ph.D..................... pritomen...........oceeeviiiininnn.
Farmakologicky ustav Lékatské fakulty MU v Brné

Skolitel: prof. RNDr. Pavel Anzenbacher, DrSc. ......... pritomen...........coviiiiiiiiiii,

Predsedajici prednesl stru¢nou charakteristiku uchazece, hodnoceni $kolitele. Poté uchaze¢ vylozil
podstatny obsah své disertace. Oponenti pfednesli své posudky. Uchaze¢ odpovédél na pripominky a
dotazy oponentli. Ve védecké rozprave vystoupili: viz ptiloha — zapis o diskusi.

Hlasovani se ucastnilo ...9..... ¢lend komise. Kladné hlasovalo ...9........ ¢lent, zaporné ...0.........
¢lentl, neplatnych listkii bylo odevzdéno ...... 0...... .
Usneseni:

Piitomni ¢lenové komise tajnym hlasovanim rozhodli, e Mgr. Alena Spi¢akova obhajila/reebhéjila™
disertacni praci a doporucili/nedeperucti* udéleni akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle
§ 47 Zakona o vysokych skolach ¢. 111/98 Sb.

doc. MUDr. Karel Urbanek, Ph.D.
*nehodici se Skrtnéte predseda komise
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Pfipominky a otazky oponentu

1. prof. RNDr. Jifi Hudec€ek, CSc.

Odstavec 4.2.2: ...Program Autodock Vina (Trott & Olson 2010) byl pouZit pro ukotveni ligandi
do mrizky obsahujici celou strukturu proteinového modelu CYP3A4 soustfedéného na
enzymatické centrum blizko kofaktoru hemu.

= Vypocet molekulového modelovani nezahrnuje celou molekulu enzymu CYP3A4 (to se
provadi pouze v pfipadé, kdy se sleduje interakce celé makromolekuly), nybrz pomoci mfizky
je vymezen prostor aktivniho mista (blizko hemového koenzymu) a pouze v tomto
vymezeném prostoru probiha vypolet vazebné energie komplexu enzym/substrat. Tento
vymezeny prostor obsahuje celou strukturu proteinu v této vybrané oblasti.

Odstavec 4.2.2: ...Krystalova struktura enzymu CYP3A4 (PDBID: 5A1R) byla pouzita ke
konstrukci dokovacich templati (rozpozndvacich elementiu; sekvence aminokyselin)
enzymu/proteinu...

= Pravé prostfednictvim téchto elementli/AMK dochazi k interakci s ligandem.

= Cely proces si Ize pfedstavit jako ,ruku v rukavici, tato pfedstava dobfe vystihuje konformacéni
zméeny.

= V tomto pfipadé se jedna o rigidni protein a flexibilni ligand(y).

V prdci je pouZito indikacnich substrati pro jednotlivé formy cytochromi P450, které umoZznuji
sledovat jejich aktivitu i ve smésnych mikrosomech. Obvykle staci védét, Zze 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
ovlivriovat aktivitu jinych forem (napf. inhibici). Jsou takova data znama z literatury?

7-ethoxyresorufin CYP1A2 (CYP1Al, CYP1B1)

Kumarin CYP2A6 (~ 5% CYP2B6)

7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)kumarin CYP2B6 (~ 10% CYP2E1L; 2A6, 2C9/19; 1 Km)
Paclitaxel CYP2C8 (ostatni CYP nereaguiji)

Diklofenak CYP2C9 (inh. TST CYP3A4; ICso~ 1mmol- I'1; Ku~50x)

Mephenytoin CYP2C19 (CYP2C8/9/18; 50-100x aktivnéjSi preména CYP2C19)
Bufuralol CYP2D6 (~ 5% CYP2C19; neinhibovano chinidinem)

Chlorzoxazon CYP2E1 (CYP1A1/2, CYP3A4, CYP2D6; p-nitrofenol)

Testosteron CYP3A4 (CYP3A5; 10x méné exprimovana nez CYP3A4)

Midazolam CYP3A4 (,gold probe®; ovlivnéni jinymi formami CYP |ze zanedbat)

Literatura (k této otazce):

o Phillips IA, Shephard EA. Cytochrome P450 protocols. Humana Press, Totowa, New Jersey, 1998,
p. 482.

o Burke MD, Thompson S, Weaver RJ, Wolf CR, Mayer RT. Cytochrome P450 specificities of
alkoxyresorufin O-dealkylation in human and rat liver. Biochem Pharmacol. 1994, 48(5):923-36.

o Donato MT, Jiménez N, Castell JV, Gémez-Lechén MJ. Fluorescence-based assays for screening
nine cytochrome P450 (P450) activities in intact cells expressing individual human P450 enzymes.
Drug Metab Dispos. 2004, 32(7):699-706.

o Masubuchi Y, Ose A, Horie T. Diclofenac-induced inactivation of CYP3A4 and its stimulation by
quinidine. Drug Metab Dispos. 2002, 30(10):1143-8.

o Ohyama K, Murayama N, Shimizu M, Yamazaki H. Drug interactions of diclofenac and its oxidative
metabolite with human liver microsomal cytochrome P450 1A2-dependent drug oxidation.
Xenobiotica. 2014, 44(1):10-6.

o Mankowski DC. The role of CYP2C19 in the metabolism of (+/-) bufuralol, the prototypic substrate
of CYP2D6. Drug Metab Dispos. 1999, 27(9):1024-8.

o Ono S, Hatanaka T, Hotta H, Tsutsui M, Satoh T, Gonzalez FJ. Chlorzoxazone is metabolized by
human CYP1A2 as well as by human CYP2E1. Pharmacogenetics. 1995 Jun;5(3):143-50.

o Hamaoka N, Oda Y, Hase I, Asada A. Cytochrome P4502B6 and 2C9 do not metabolize
midazolam: kinetic analysis and inhibition study with monoclonal antibodies. Br J Anaesth. 2001,
86(4):540-4.
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Disertantka v textu opakované zdiraznila, Ze pouZity vypocet poskytuje hodnoty reakéni
Gibbsovy energie (AG) pro navazani substratu (ligandu) na ,,dokovaci misto”. Jak byla
ziskana hodnota entropického prispévku pro tento déj?

= Entropicky pfispévek se v tomto pfipadé nezjiStuje zvlast (o to se snazi metody pouzivajici
kvantovou mechaniku a molekulové modelovani).

» Zde se vychazi z empirické skoérovaci funkce, ktera odhaduje (skéruje) vazebnou energii
komplexu enzym-ligand na zakladé znamych analogii.

» Tento pfistup dava pfislib lepSi korelace vypoctl s experimentem.

Disertantka v textu opakované zdiraznila, Ze pouZity vypocet poskytuje hodnoty reakéni
Gibbsovy energie (AG) pro navazani substratu (ligandu) na ,,dokovaci misto*“. Jak byla
ziskana hodnota entropického prispévku pro tento déj?

Pfesny vypocCet je velmi obtizny a nebyl dosud vyfesen.

Jedna se o co nejlepsi pfiblizeni.

Pomoci skérovaci funkce se zavadéji rizné predpoklady a zjednoduseni.

Nezahrnuje se kompletni vycet fyz.-chem. fenoménu, kt. se uplatiuji v realnych reakcich.
Vypoc&tené hodnoty jsou spiSe odhadnutou vazebnou E - jejich skérem, nez skuteCnou
hodnotou.

2. doc. PharmDr. Jan Jurica, Ph.D.

Na zdkladé jakych parametru prifazujete jednotlivym latkam typ inhibice? MiZete pouZit i jiné
ndastroje pro uréeni typu inhibice v pfipadé nejasného grafického znazornéni?

= Typ inhibice posuzujeme podle vynosu dle Dixona a Lineweavera—Burka v souladu s
literaturou.

= Hodnoty Ki pak naléza program Graph Pad, pouziva vynosy dle Dixona, Lineweavera—Burka a
Eadieho-Scatcharda; vynosy dle Hanese-Woolfa; Woolfa-Augustinssona-Hofsteeho potvrdily
smiSeny typ inhibice.

= MD by mohlo pomaoci odhalit typ inhibice, pokud by se brala v uvahu vétsi oblast enzymu
véetné pristupovych kanalu (€asova narocnost vypoctu).

Jsou koncentrace v fadu 30-50 umol/l dosazitelné in vivo? Lze davku pouZitou na
experimentalnich zvifatech néjakym zptusobem extrapolovat na ¢lovéka?

* 150 mg a-humulenu /kg u mysi — 25 pymol- I1 (70 kg ¢lovéka ~ 10 g a-humulenu)
= — 80— 300 g rostliny

» Obsah KAO v marihuané je 0,12-22% —1 g rostliny — 0,2 — 37 ymol- I

Pro¢ se postup preinkubace u riznych markerovych substrati lisi? Napf. u
kumarinu a 7-ethoxyresorufinu je od pocatku ve smési substrat a reakce se zahajuje
pridavkem NADPH-generujiciho systému; u paktitaxelu nebo diklofenaku se vSak

priddva substrat po preinkubaci inhibitoru za pfitomnosti NADPH-generujiciho systému. Mohly
tyto odlisnosti ovlivnit inhibi¢ni vliv testovanych latek, zjiStény resp. typ inhibice?

= Experimenty in vitro byly provadény podle zavedenych protokol(i dle literatury.

* Inhibiéni vliv by nemél byt ovlivnén (je pomérné maly a je-li, pak pFi vysokych hladinach
inhibujici latky);

= typ inhibice: obecné&, mohlo by dojit ke zkresleni v pf. time-dependentni inhibice (Easové-
zavislé), NADPH se zde pfidava po preinkubaci, aby se oddélil d&j, kdy se generuje produkt
vazici se na enzym;

» toto se naSich pfipadl netykalo.

Dopliujici otazy oponentt pfi obhajobé

prof. Hudecek
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Komentar: Rekla jste, Ze in vitro metody byly potvrzeny in silico metodou. Ja bych spige doporucoval
jiné vyjadreni, jako in silico metody byly interpretovany, vysledky jsou tedy spiSe interpretacni.

doc. Jufica

Otazka: Zajimalo by mé, pro¢ karyofylen pfi in vitro testu snizil inhibici CYP3A4 pfi pouziti substratu
midazolamu, ale u substratu testosteronu se to neprojevilo? Mohlo by se zjistit in silico metodou, pro¢
to tak je?

Odpovéd: Tuto situaci si vysvétluieme podobnymi hodnotami Gibbsovych energii a to, jak substratu
midazolamu a beta-karyofylen oxidu, tak i testosteronu a trans-nerolidolu.

Komentaf prof. Anzenbachera: Inhibice testované latky u tohoto enzymu CYP3A4 se neda
generalizovat. Je zapotfebi testovanou latku otestovat také i s jinym substratem.

Volna rozprava

prof. Micuda

Otazka: Co jste vSe délala na svou disertaci? Délala jste v§e sama?

Odpovéd: VSechny experimenty in vitro v€etné analyz jsem délala sama. Vysledky in silico
modelovani jsme s kolegy z pfirodovédecké fakulty spoleéné konzultovali.

prof. Opavsky

Otazka: Proc jste zjistovala jen inhibi¢ni potencial, pro¢ ne indukéni?

Odpovéd: Pomoci mikrosomu Ize zjistit pouze inhibici. Indukce se ZjiStuji na hepatocytech nebo
experimentem in vivo.

Otazka: Muze byt zména na enzymech CYP zavisla i na véku (ve stafi)?

Odpovéd: Ano, ve stafi dochazi ke snizené expresi cytochromd P450 nebo naopak (podle Zivotniho
stylu daného ¢lovéka) k indukci nékterych CYP.

prof. Hudecéek

Otazka: Chtél bych se zeptat na zvySenou aktivitu enzymu CYP2A6, kterou zpUsobila latka trans-
nerolidol. Mohlo by zde dojit k aktivaci CYP2A67?

Odpovéd: Zde nedoslo k aktivaci CYP2AG6, jednéa se o vliv samotného experimentu....

Otazka: A mohlo by to ovlivnit aktivaci CYP2A6 u nékterych latek?

Odpovéd: Zfejmé ne, je to metodou a nedokazeme si vysvétlit, pro€ to Iépe funguje s bactosomy.
Komentar prof. Mi¢udy: Je mozné, ze dochazi k nespecifickym reakcim se substraty, k vétSimu
otevieni aktivniho mista enzymu a tim k vysSi pfeméné substratu na metabolit.



