Oponentsky posudek diplomové prace Lucie Svobodové

Oxidace protinadorového 1é¢iva ellipticinu cytochromy 3A a 2B

Diplomova prace Lucie Svobodové fteSi zajimavou a vyznamnou problematiku
metabolismu protinadorového 1é¢iva ellipticinu. Konkrétné se jednd o studium oxidace
ellipticinu cytochromy P450 podrodin 3A a 2B. Dale je prace rozsifena o sledovani vlivu
cytochromu bs na oxidaci substratu t&€mito cytochromy P450. Diplomova prace rozsifuje
poznéni metabolismu protinadorového 1é¢iva ellipticinu cytochromy P450 3A a 2B podrodiny
a doplilyje jej o poznatky vlivu cytochromu bs na tento metabolismus.

Uvodni &ast ptinasi informace o nadorovych onemocnénich a jejich terapii. Zvlastni
kapitola je pak vénovand zde studovanému protinadorovému lé¢ivu, ellipticinu. Literarni
prehled dale obsahuje informace o biotransformaci xenobiotik a enzymech, které se téchto
reakci tUlastni. Autorka ndm zde podrobn€ popisuje vSechny slozky mikrosomalniho
monooxygenasového systému véetné cytochromu bs.

Experimentalni ¢ast prace informuje o pouzitych metodach. Je ziejmé, Ze se autorka
seznamila s celou fadou biochemickych a analytickych metod, které pii zpracovani zadaného
tématu pouZila. Zejména metody izolace cytochromu P450 2B4, NADPH:cytochrom P450
reduktasy a cytochromu bs, a dale ptiprava rekonstituovaného systému cytochromu P450 jsou
¢asove velmi naro¢né a vyZaduji znanou zru¢nost.

Vysledky diplomové prace Lucie Svobodové odpovidaji jejimu zadéni a pfinasi fadu
novych poznatkl. Autorce se podafilo izolovat cytochrom P450 2B4, NADPH:cytochrom
P450 reduktasu a cytochrom bs. Pti sledovani oxidace ellipticinu cytochromy P450 bylo
zjisténo, Ze cytochromy P450 3A podrodiny efektivné oxiduji ellipticin narozdil od
cytochromt P450 podrodiny 2B, které v oxidaci ellipticinu nehrajou vyznamnou roli. Dale
bylo zjisténo, Ze nevyznamnéj$i roli v metabolismu ellipticinu hraje lidsky rekombinantni
enzym cytochrom P450 3A4, ktery preménuje ellipticin na metabolity kovalentné
modofikujici DNA a to na metabolity 13-hydroxyellipticin a 12-hydroxyellipticin. Také
plisobeni cytochromu bs na metabolismus ellipticinu bylo nejvynamnéj$i pii oxidaci lidskym
rekombinantnim cytochromem P450 3A4. To mtlize mit zasadni vyznam pfi regulaci pfemény
ellipticinu lidskymi mikrosomy. Ziskané vysledky jsou cenné a mohou byt vyuZity pro dalsi
podrobné védecké studium zejména v oblasti mechanismu pisobeni protinadorovych I1éciv.

Po formalni strance je prace ¢lenéna obvyklym zpisobem. Je piehledné a srozumitelné
sepsana a doplnéna fadou grafti a obrazki.

K praci mam nésledujici pfipominky a dotazy:

1. Pro SDS elekroforesu frakci po chromatografii ctochromu bs na DEAE-Sepharose
(obr. 15) byl pouzit 10% gel. Velikost cytochrom bs, jak se zmifujete v ivodu, je 16
kDa a proto pii SDS elektroforese na 10% gelu je protein detekovan na samém cele
elektroforesy, proto bych piisté doporucila rad€ji pouzit hustsi gel.

2. Dale by mé zajimalo, zda po 20 minutach inkubace ellipticinu s rekonstituovanym
systémem (kap. 3.3.4.1.2) byla oxidace ellipticinu zastavena, coZ je dle mého nézoru



ddlezité, aby bylo mnoZstvi metabolitli porovnatelné mezi jednotlivymi inkubaénimi
smésmi. Pokud byla reakce zastavena, tak jak?

3. Studium oxidace ellipticinu cytochromem P450 3A6 bylo provadéno pii péti riiznych

koncentracich tohoto enzymu. Pro¢ oxidace cytochromem P450 2B4 byla provadéna
jen pfi tiech riznych koncentracich enzymu?

Zavérem mohu konstatovat, Ze diplomova prace Lucie Svobodové spliiuje pozadavky
kladené na prace obdobného typu. Proto ji pIné doporucuji k obhajobé a k dalSimu fizeni.
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