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Interakce lé¢iv s nukledrnimi receptory p¥i regulaci biotransformaénich enzymi a
lékovych transportéra

Predkladand doktorskd prace se zabyvé studiem jadernych receptort, které reguluji
genovou expresi enzymil metabolizujicich 1é€iva a 1ékovych transportérd. Vyzkum faktort,
které ovliviiuj{ expresi a aktivity biotransformaénich enzym a lékovych transportért je velmi
duleZity jak zhlediska védeckého tak i medicinského. Zm&na distribuce a metabolickych
pomé&rt 1€¢iv, napt.: diky nevhodné kombinaci 1é&iv nebo potravinovych dopliikli, ma
vyustit v selhdni terapie nebo vést k zdvaZnym neZadoucim G&inkam. Z tohoto hlediska bylo
téma doktorské prace zvoleno vhodn& a v souladu s néroky kladenymi na doktorské studium.

Z formalniho hlediska je prace &len&na obvyklym zplisobem na teoretickou Cést,
metodickou &ast, cile, vysledky s diskuzi, zdvér, seznamy publikaci doktorandky, pouZité
literatury a pfiloZené prace doktorandky. Teoretickd &ast, na zhruba dvaceti strankach
s bohatym grafickym a tabulkovym doprovodem, uvadi &tivou formou do studované
problematiky. Podrobné jsou rozvedeny typy jademnych receptord, faktory ovlivilujici jejich
funkci, napf.: polymorfismy nebo sestfih a zékladni rysy struktury. Dale jsou uvedeny
vlastnosti hlavnich jadernych receptori PXR, CAR a GR, ligandy Jadernych receptort a jejich

vliv na biotransformacni a transportni enzymy, véetnd dfirazu na monost vzniku lékovych
interakei.

Cile prace jsou jasné stanovené, vyplyvaji z informaci v teoretické &asti a predstavuji
origindlni a védecky velmi zajimavy p¥istup k analyze faktori zplsobujicich 1ékové interakce.

Z metodického hlediska prace vyuZila moderni piistupy biochemie a molekulédrni
toxikologie. NavrZené postupy a hodnoceni experimentti jsou v souladu s modernimi trendy
vyzkumu v této oblasti u nds i ve svété. Ke studiu byly vyuZity specifické in vitro bunééné
modely (v tomto pfipadé linie HepG2, MZ-Hepl 1S174T a COS-1), primarni kultury
lidskych hepatocytl a Siroké spektrum reportérovych konstrukti obsahujicich jaderné
receptory, geny metabolickych enzym@ a jejich varianty obsahujici vazebné domény a
koaktivatory. Bun&tné modely, transfekované reportérovymi konstrukty, byly analyzovény
pomoci Dual-luciferase reporter assay a two-hybrid screen systému, zmény v expresi mRNA

sledovanych genii byly hodnoceny pomoci PCR vredlném &ase a Zivotnost bunik byla
sledovéna MTS testem.

Vysledkova &ast sdiskuzi je rozd€lena na tfi bloky skomentdfi k &lanktm
publikovanym v recenzovanych Casopisech. Z ptiloZenych originalnich &lank je patrné, Ze
autorka udélala ohromny kus prace. Vyrazny podil autorky na dosaZenych vysledcich je
dokumentovén prvnim pofadim mezi autory ve dvou &lancich.

Zavéry jsou jasn€ formulovény a zcela odpovidaji dosaZenym vysledktim. Mezi hlavni
a originalni vysledky patii:
1/ R-warfarin je ligandem PXR a jeho prostfednictvim indukuje expresi CYP3A4 a CYP2C9
na Grovni mRNA v lidskych primamnich hepatocytech. Tato indukce Je mnohem vyrazng,§i
neZz v piipadé S-enantiomeru. Autorka tak jako prvni popsala rozdilnou schopnost §iroce
pouZivaného lé€iva warfarinu aktivovat PXR a jeho prostfednictvim i metabolické enzymy.
2/ Transaktivace SLC22A1/0CT1 glukokortikoidy, s p¥ispénim HNF4a, v priméarnich
lidskych hepatocytech v kontrastu s absenci G&inku v bun&énych liniich jaterniho karcinomu.



3/ Nélez alternativnich aktivitori CAR (chinazolinové derivéaty), znich? jeden ma vy8si
u¢inky nez dosud hojné pouZivani modelova latka CITCO.

Ti publikace v impaktovanych €asopisech, z ¢ehoZ jedna s vysokym impakt faktorem,
na nichZ je Mgr. Nova prvni autorkou nebo spoluautorkou jsou jasnym dikazem, Ze doktorské
prace je mimofddné kvalitni a zasluhuje nejvyS§i uznéni. Tyto préce budou, diky své
zavaznosti a aktualnosti vysoce citovany.

Prace pisobi harmonicky a je velmi pelivé vypracovana po strance formalni i
vedecké. Zéaroveri price poskytuje dostatek podn&td k diskusi a zamysleni nad moZnymi
interpretacemi vysledkd a budoucim vyvojem v oboru.

Komentéte a otazky k vlastni préci.

V tabulce 2 teoretické &asti mi chybi nékteré transportéry diileZité pro distribuci cytostatik,
napf.: ABCC5, ABCC10 a 11 a zéstupci rodin nukleosidovych transportéri SLC28A1-3 a
29A1-3.

Zarazeni kapitoly ,,Cile prace” aZ za ,,Experimentélni &4st“ na mne pdsobi trochu nelogicky —
spiSe bych cile zatadil pfed metody.

Tyto drobnosti v8ak nijak nesnizujf vysokou védeckou hodnotu celé prace.

VSechny prace pfiloZené k doktorské praci byly recenzovény renomovanymi
odborniky a tudiZ nasledujici dotazy slouZi spise k podpofeni diskuze a k Sir§imu néhledu na
uvedenou problematiku.

1/ Zajimalo by mne co je zndmo o tloze microRNA a methylace promotorovych nebo dalsich
regulacnich useki v expresi jadernych receptori a o pfipadné relevanci t&chto epigenetickych
mechanismi pro jejich funkci.

2/ MuzZe vysokd vazebnost na plazmatické bilkoviny ovlivnit interakci warfarinu
s nuklearnimi receptory? Jaké dal3i faktory mohou ovlivnit vliv jeho enantiomeri na genovou
expresi biotransformaénich enzymt?

3/ Jaky je metabolicky u€inek aktivace CAR na endogenni metabolismus glycidi a lipidi?

Doktorska price dle mého ndzoru splnila sviij tGcel, protoze autorka prokszala

schopnost samostatné védecké prace. Vysledky byly publikoviny ve velmi kvalitnich
odbornych ¢asopisech.

Z téchto diivodi doporucuji pfedloZzenou praci k obhajobé.

V Praze 27.8.2013 Wr. Pavel Sougek, CSc.



