Oponentsky posudek diplomové price Jany Zavazalové ,,Studium reduk¢ni
aktivace environmentélniho polutantu a karcinogenu 3-nitrobenzanthronu®

Diplomova price Jany Zavdzalové fesi zajimavou a z biomedicidlniho hlediska i velmi
dilezitou problematiku aktivace chemickych karcinogend na ultimdlni karcinogeny, které
jsou zodpovédné za modifikaci genetické informace a tim i za vznik nddorového bujeni
(konkrétné se v tomto pifpadé jednalo o redukéni aktivaci 3-nitrobenzanthronu). Pfedklddana
diplomov4 prace byla vypracovdna jako sou¢dst dvou grantovych projektd, jmenovité GACR
&islo 303/05/2195 a MSMTCR &islo MSM0021620808.

Z diplomové price je patrné, Ze se autorka zhostila feSenif zadané problematiky tsp&sné.
Jana Zavdzalovd se sezndmila s fadou technik, které se pfi praci v biochemické laboratofi
¢asto pouZivaji (inkubace substritu s enzymovym systémem, chromatografické techniky se
zaméfenim na HPLC a v neposledni fadé také spektrofotometrie). Pod odbornym vedenim
Doc. RNDr. Marie Stiborové, DrSc. pronikla Jana Zavazalovd také do zdkladid pfenosovych
technik proteinti (,,Western blotting*) s imunochemickou detekci. Vysledky predklddané
prace odpovidaji jejimu zaddni a budou vyuZity, jako vychozi materidl pro dal8i vyzkum
v této oblasti. Autorka prokdzala, Ze karcinogenni 3-nitrobenzanthron je redukovédn jednak
lidskou rekombinantni DT-diaforasou, ale také potkanim jaternim mikrosomalnim systémem.
prace hodnotim popsani vlivu 3-nitrobenzanthronu na expresi a aktivitu cytochromti P450
1A1 a 1A2 v premedikaénich experimentech na modelovém organismu (laboratorni potkan).

Po formdlni strénce je prdce Clenéna obvyklym zplsobem, vyhovujicim pracim
obdobného charakteru.

K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

1. Nejprve nékolik formdlnich piipominek:
a/ Strana 5 je chybné vloZena, je totoznd se stranou 2. V disledku této chyby byly zfejmé
vynechany nékteré zkratky, které autorka v textu hojné pouZivd (3-NBA, NQOI, RP-
HPLC atd.)
b/ Na strané 36 je kapitola 3.3.7 nazvand ,,Studium vazby 3-NBA aktivovaného jaternim
mikrosomdlnim systémem na proteiny“. V textu se vSak uvadi, Ze 3-NBA byl aktivovan
DT-diaforasou pro tdely tohoto experimentu. Jaky enzymovy systém byl tedy ve

skute¢nosti pouzit? Prosim opravte tento preklep ve Vasi prici.



¢/ Na strané 42 je odkaz na podminky HPLC experimentu uvedené v kapitole ,,Materidl a
metody*. Nicméné& chybi doplnéni dané kapitoly, tedy konkrétné 3.3.5.1, je jen vynechané
prdzdné misto.

d/ Na strané 56 na obrazku 25 je chybné uvedena osa y.

2. V kapitole 1.5.1. na stran& 25 je uvedeno, Ze ,,genotoxicita 3-BNA byla prokézéna v radé
testi na mutagenitu. MZete prosim jmenovat a vysvétlit podstatu alespont jednoho
takového testu?

3. Dile by mné zajimalo, jak si vysvétlujete vysledky experimentu uvedené na obrazku Cislo
13 (strana 44). Pii koncentraci DT-diaforasy 5 pg/ml je mnoZstvi produktu (3-ABA) vetsi
neZ mnozstvi spotfebovaného substritu (3-NBA).

4. Z jakého diivodu jsou v grafech 13, 14 a 15 jednotky pfenénéného 3-NBA a vznikl¢ho 3-
ABA v nmolech, zatimco v grafech 16, 17, 18 a 19 jsou jednotky jen relativni (plochy
piki)?

5. Jak si vysvétlujete fakt, Ze jste pii redukci 3-NBA ani DT-diaforasou ani jaternimi
mikrosomy nedetekovala predpoklddany proximélni karcinogen 3-nitrobenzanthronu, tedy
ptisluny N-hydroxylamin? V obou Vami studovanych systémech jste detekovala pouze

findln{ produkt redukce tj. 3-ABA.

Diplomovou préce Jany Zavézalové podle mého ndzoru spliiuje poZadavky kladené na

préce tohoto typu. Proto ji doporucuji k obhajobé.

V Praze, 14. 5. 2007 RNDr. Markéta Martinkova, Ph.D.
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