Oponentsky posudek diplomové prace Karla Naimana

Diplomova prace Karla Naimana se zabyva studiem metabolismu o-anisidinu a tvorby
aduktil o-anisidinu a jeho metabolitl jak in vitro tak in vivo. Tato prace poukazuje na vztah
metabolické aktivace tohoto karcinogenu a nasledného vzniku adukti DNA, které mohou byt
ptic¢inou vzniku nadorového bujeni. Uréeni struktury metabolitd o-anisidinu a jim tvotenych
adukti vede k objasnéni karcinogenity této latky. Zvolené téma této diplomové prace je
aktualni zejména proto, Ze o-anisidin patii mezi latky znec¢istujici Zivotni prostiedi.

Tato prace obsahuje dobte zpracovany prehled informaci o vyznamu sledovani aduktt
DNA jako biomarkerd vzniku nadorového onemocnéni. Zabyva se tvorbou adukti DNA,
moznosti jejich oprav i jejich potencidlem ke vzniku mutace. Metody detekce DNA aduktd
jsou zde shrnuty opravdu vycerpavajicim zplisobem a autor se jist¢ velmi dobfe orientuje
v této problematice, o ¢emz sved¢i 1 mnozstvi literarnich odkazii vénované této ¢4sti prace.

Z uvedenych metod byla ndro¢na zejména optimalizace podminek inkubace a slozeni
reakéni smési, ve které byla sledovana pfeména o-anisidinu CYP. Tato optimalizace byla
slozitd hlavné z dtvodu rychlého rozpadu ¢i vzdjemné interkonverze obou vznikajicich
metaboliti, coz jisté ztizilo i jejich identifikaci. Zna¢nou zrucnost a trpé€livost vyZadovala také
piiprava a charakterizace aduktu metabolitu o-anisidinu s deoxyguanosinem.

Ze zde predkladanych vysledkl je patrné, Ze zadané téma bylo feSeno Uspésné a
vyty¢ené cile byly splnény. Prace vyznamné pfispiva k poznani metabolismu karcinogenu o-
anisidinu a odhaluje moznou interakci jeho metabolit s DNA za tvorby kovalentich aduktu.
Zajimavé je zejména zjisténi, ze jeho pfeména CYP smétuje k jeho metabolické aktivaci, tedy
ke vzniku nitreniového resp. karbeniového iontu. Piinosem je i zjisténi, ze adukty tvotrené
in vivo po podani o-anisidinu jsou totozné se syntetizovanymi adukty in vitro.

Po formadlni strance je prace ¢lenéna obvyklym zplisobem a je vhodné doplnéna fadou
graft, tabulek, schémat a obrazkt. Seznam pouzité literatury je prezentovan v souladu
s kladenymi pozadavky.

K praci mam nésledujici dotazy a pfipominky :

1. V kapitole "Metody detekce aduktdl" v podkapitole "Fluorescenéni stanoveni" je
uvedeno, ze Siroké piky ve fluorescenénim spektru se daji casteéné odstranit
chlazenim vzorku na 4,2K. Jedna se o pieklep nebo je opravdu mozné chladit vzorky
na tuto teplotu?

2. V podkapitole 4.4. "2p_postlabeling” uvadite, Ze separace znadenych aduktd se
provadi  dvourozmérnou iontové vymeénnou tenkovrstvou chromatografii na
polyethylenimin celulose. Jedna se opravdu o iontové vyménnou chromatografii?

3. Jak si vysvétlujete nartst tvorby obou metaboliti o-anisidinu, ktery nésleduje po
poklesu jejich tvorby v dasledku zvySujici se koncentrace o-anisidinu v inkubaéni
smési? Jsou v grafu ¢. 19 uvedeny vysledky zjednoho experimentu nebo primeéry
z vice stanoveni?



4. 'V kapitole 8.2.4. pisete, Ze byla sledovana tvorba metabolitt M1 a M2 v zavislosti na
koncentraci N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu v reakéni smési, ale v obrazku &. 23
neni metabolit M2 uveden a ani se ddle o ném v této souvislosti nezmifujete. Je
mozné, Ze u tohoto grafu je chybna legenda?

5. Meéla bych nékolik dotazii na hmotnostni spektrum majoritnitho aduktu ziskaného
pomoci HPLC. Tont 0 m/z 273,1 odpovida pravdépodobné ztraté deoxyribosy, nikoli
ribosy, jak je uvedeno. Pro¢ se domnivéte, ze ziontu 257,9 vznikne iont 240,9
odstépenim methoxyskupiny, kdyz diference je 17 hmotnostnich jednotek? Prog
nebyla provedena fragmentace iontu majoritniho aduktu 3884 ale iontu 273,1?

6. Dale bych méla nékolik drobnych pfipominek :
Na stran€ 16, 17, 54, 55 chybi oznaceni strany a strana 56 chybi. V kapitole Vysledky
nesouhlasi odkazy v textu na obrdzky na strané 40 a 41. EI je zkratka pro electron
impact ionization a ESI pro electrospray ionization.

Podle mého nazoru piedklddand prace vyhovuje pozadavkim kladenym na diplomové
prace a proto plné doporucuji, aby byla pfijata k obhajobé a navrhuji ji ohodnotit zndmkou
vyborng.
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