Opravny listek bakalarské prace PFF UK (Marie Rodova: Metabolismus vandetanibu

cytochromy P450 exprimovanymi v prokaryotnim systému, Praha 2021)

1. Doplnéni metodiky (str. 28) — uréeni kinetickych parametru

Z diivejsich studii je znamo, Ze tvorba N-desmethylvandetanibu je v ndmi pouzitych
koncentracich linedrni po dobu 30 minut (Indra et al., 2019). Pii méfeni kinetickych
parametrti bylo stanoveno mmnozstvi vznikajiciho metabolitu po 20minutové inkubaci
pomoci HPLC a programu Chromeleon7. Ziskané plochy pika byly pfepocteny tak, aby
odpovidaly vznikajicimu mnozstvi metabolitu za minutu na nmol cytochromu. Na zaklad¢
téchto hodnot byly nasledné sestrojeny grafy a ur¢eny kinetické parametry pomoci softwaru
Origin2016, metodou podle Levenberg-Marquardta neboli tlumenou metodou nejmensich

étvercu.
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2. Doplnéni k tabulce 4.2 a 4.3 (str. 31 a 33)

V ramci vyhodnoceni byla pro urceni kinetickych parametr primérné zvolena Hillova
rovnice. Na zékladé¢ takto ziskanych Hillovych koeficientli bylo nasledné aproximovano, Ze
se vpripadé¢ systémi CYP3A4BLR007 a CYP3A4BR040, kde hodnoty Hillovych
koeficientti jsou 1,10 a 1,07, nejedné o sigmoidalni zavislost a dale se s nimi pracovalo jako
se systémy, které se fidi kinetikou dle Michaelis a Mentenové. Ve zbyvajicich systémech se
jiz uvazovala urcitd mira kooperace a kinetika dle Hillovy rovnice. V tabulkach tak hodnota
Km odpovidd Michaelisové konstanté pro systémy CYP3A4BLR007 a CYP3A4BR040,
tedy pro systémy, které se fidi kinetikou dle Michaelis a Mentenové. U zbylych systémi
odpovida hodnota Km hodnoté koncentrace vandetanibu, pfi niz bude dosaZeno poloviny

maximalni rychlosti a méla by tedy spravné byt oznacena jako Ko s.

V tabulkach 4.2 a 4.3 také chybi jednotky. V piipadé Vmax je jednotka plocha piku za
minutu na nmol cytochromu P450 a v ptipadé Km resp. Ko 5 je to uM.



3. Oprava obrazku €. 4.1 (str. 32) a obrazku ¢ 4.2 (str. 34)
Jednotka na ose y by méla spravn¢ byt relativni plocha piku/min/nmol CYP

4. Upresnéni k diskuzi (str. 35 — 4. odstavec)

Enzymova kinetika systémil s cyt bs vykazuje hyperbolickou zavislost na rozdil od
systémil bez cyt bs, které vykazuji zavislost sigmoidalni. To je v souladu s praci (Skriabova,
2020), kde byla sledovana enzymova kinetika lidskym rekombinantnim CYP 3A5
exprimovanym v Supersomech™. Zarovei to je v rozporu s vysledky studie (Indra et al.,
2019), kde i systémy s cyt bs vykazovaly sigmoidalni zavislost. Sigmoidalni zavislost
naznacuje moznost vazby dvou molekul vandetanibu do aktivniho mista enzymu u systému
bez cyt bs. Hodnoty Hillova koeficientu pro syst¢émy CYP3A4BLR007 a CYP3A4BR040
(n= 1,10 a n = 1,07) naznacuji velmi nizkou nebo zadnou kooperaci a vazbu pouze jedné
molekuly vandetanibu do aktivniho mista enzymu. A proto ma vyznam zde vyuzit kinetiku
dle Michaelis a Mentenové. Enzymova kinetika systémli sniz$i hladinou aktivity
NADPH:CYP reduktasy CYP3A4BLR007 (17 pmol/min) a CYP3A4LR006 (22 pmol/min)
vykazuje niz$i aktivitu oxidace nez kinetika systému s vyssi hladinou aktivity NADPH:CYP
reduktasy CYP3A4BR040 (130 pmol/min), CYP3A4R044 (142 pmol/min) a CYP3A4046
(112 pmol/min). Na zakladé hodnot Km resp. Ko s maji nizsi afinitu k vandetanibu systémy

s cyt bs oproti systémtim bez piitomnosti cyt bs.



