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Hodnoceni prace:
a) Odborna uroven a zpracovani teoretické ¢asti: vyborna
b) Naroc¢nost pouzitych metod: vyborna
c) Zpracovani metodické ¢asti (pfehlednost, srozumitelnost): vyborné
d) Kvalita ziskanych experimentalnich dat: vyborna
e) Zpracovani vysledkl (pfehlednost, srozumitelnost): vyborné
f)  Hodnoceni vysledkd v&etné statistické analyzy: vyborné
g) MysSlenkova uroven a rozsah diskuse vysledki: vyborna
h) Srozumitelnost, vystiznost a adekvatnost zavérl: vyborna
i) Splnéni cilt prace: vyborné
J) Mnozstvi a aktualnost literarnich odkazu: velmi dobré
k) Jazykova uroven (stylisticka a gramaticka uroven): vyborna

[) Formalni uroven prace (Clenéni textu, grafické zpracovani): vyborna

Doporucuiji diplomovou praci k uznani jako praci rigorozni X

Pfipadné poznamky k hodnoceni: V pfedlozené diplomové praci se autorka vénuje vlivu
dvou vybranych proteinkinazovych inhibitort na aktivitu nékolika antracyklinreduktaz. Prace
je logicky ¢lenéna, jazykova uroven je velmi vysoka, vyskytuje se pouze minimum preklep,
gramatickych chyb nebo nespravnych formulaci. Teoreticka ¢ast je velice dobfe zpracovana,
nechybi zadné dulezité informace nutné pro dobrou korelaci s obsahem &asti experimentalni.
Metodicky a experimentalni rozsah prace je mirné nadstandardni. Vysledky jsou peclivé
popsany a odpovidajicim zplsobem diskutovany. Celkova uroven prace je velmi vysoka. Po
obsahové ani grafické strance k praci nemam zadné zasadni vyhrady, mam pouze nékolik
pfipominek a dotaza.

Dotazy a pfipominky:

Pfipominky:



1) Informace o mortalité uvedené v Uvodu nejsou zcela spravné. Nadorova onemocnéni
podhodnocené.

2) Na str. 23 uvadite, ze "kombinovana terapie DOX s inhibitorem CBR1, konkrétné pak OH-
PP-Me (3-(7-isopropyl-4-(methylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-5yl)phenol), vyuzivana v
praxi v |é€bé nadorového onemocnéni prsu (Jo et al. 2017)." Jedna se o experimentalni
pfistup, ne o klinicky schvaleny.

3) Na str. 28 uvadite oracin jako protinadorové Ié€ivo. To je nepfesné tvrzeni, nebot se jedna
o experimentalni latku, ktera nikdy nevstoupila do klinickych studii.

4) Termin ATP-konkurenéni na str. 32 je nevhodny, mél by byt nahrazen terminem ATP-
kompetitivni.

5) V popisu vlastnosti brigatinibu nas str. 33 jsou popisovany klinické studie, coz je

v podstaté neaktualni informace s ohledem na to, ze toto léCivo jiz bylo v roce 2017
schvaleno pro terapii nemalobunééného plicniho karcinomu (tato informace zazni az

v diskuzi).

6) O stranku dale uvadite, Ze "Alisertib byl v roce 2012 Evropskou unii oznacen jako sirot¢i
IéCivo, které bylo vyvinuto pro Ié€bu nadorového onemocnéni vajecniku a pro l1écbu
periferniho T-buné&ného lymfomu. V roce 2016 dle Evropské |Iékové agentury (EMA) byl
stazen z registru pro vzacna onemocnéni a jiz se v této indikaci nikde v EU nepouziva." Zde
pozor na formulaci, zvlast posledni ¢ast vyzniva tak, ze 1é€ivo bylo schvaleno a klinicky
vyuzivano, coz neni pravda. "Granting" sirot€iho statutu neznamena schvaleni.

7) Prehled pomucek neni zvykem uvadét, je to nepodstatny detail.

8) V sekci o rekombinantnich enzymech (str. 38) by bylo vhodné bud expresi a purifikaci
enzymU popsat nebo alespon pouzit citaci odkazujici na jejich pfipravu.

9) V préaci je v seznamu zkratek zkratka CRE, ta vSak v podstaté neni vyuzita (je pouzita
jenom jednou, a to v chybné verzi CR na str. 39).

10) V sekci 4.2.2 je uveden pouze objem enzymu glukéza-6-fosfatdehydrogenazy, coz je bez
uvedeni "sily" zasobniho roztoku nicnefikajici informace.

11) Na str. 40 je v podsekci Priprava enzymu chaoticky popsano mnozstvi enzymu v reakci -
nejprve piSete, ze byly pouzity 3 ug a vzapéti rozepisujete rlizna odliSna mnozstvi pro
jednotlivé enzymy.

12) Z popisu metod neni vzdy zcela ziejmé, zda se jedna o biologicky triplikat nebo tfi
nezavisla méreni. To je pfitom velmi dllezité s ohledem na moznost posouzeni robustnosti a
spolehlivosti dat.

13) Data z tabulek jsou téméf ve vSech pfipadech nadbyte&né prezentovana téz ve formé
graf(. Doporucuji vybrat pouze jednu formu prezentace dat. V ramci publikace by se jednalo
0 nepovolenou duplicitu.

14) Pfipominku zasadnéjSiho charakteru mam k metodologii ukonéeni inkubace. Z literatury
je znamo, Ze alkalické pH vede k rozkladu chemické struktury antracyklinG (napf. Beijnen et
al.: Aspects of the degradation kinetics of doxorubicin in aqueous solution. Int J Pharmaceut
1986). Ukonceni reakce amoniakem a nasledné vytfepani tak neni vhodna metoda (navic i
samotna intenzita vytfepani je ovlivnitelna riznymi faktory). Alternativni metoda s
methanolem a filtraci vzorku je mnohem spravnéjsi. Ve vysledku tedy dirazné doporucuiji
metodu s amoniakem nepouzivat. V praci navic zminujete, Ze Ki bylo stanoveno pomoci
obou metod, coz urcité neni védecky spravné.

Dotazy:

1) Jak jste vybirala koncentraci daunorubicinu (500 uM) pro screeningové hodnoceni? Co by
hrozilo pfi aplikaci koncentrace z té oblasti kinetické kfivky, kde je dosahovana saturace?

2) Podle ¢eho jste vybirala mnozstvi enzymu v reakci a pro€ se pro jednotlivé enzymy liSilo?
Je hodnota IC50 ovlivnitelnd mnozstvim enzymu?

3) Z jakého dlvodu jste v experimentech méla zahrnutou zcela neovlivnénou neinhibovanou
reakci? Pro normalizaci dat slouzi DMSO/ethanol kontrola, proto nechapu, pro¢ byla prvné
jmenovana varianta testovana.



4) V pripadé alisertibu a enzymu AKR7A2 bylo pozorovano zvySeni aktivity o 22%. Ackoliv
by se pravdépodobné nejednalo o signifikantni interakci, zajimalo by mé, zda byla pro tento
enzym nékdy demonstrovana moznost allosterické aktivace.

5) V diskuzi zminujete, ze pozorovany nekompetitivni mod inhibice by potencionalné mohl
byt vyhodou pfo pfekonani rezistence v klinické praxi s ohledem na to, ze neni ovlivnitelny
koncentraci daunorubicinu. Je z VaSich dat mozné zjistit, zda se jedna o inhibici reverzibilni
Ci ireverzibilni? Znate néjaka |éCiva, ktera jsou schopna ireverzibilné inhibovat metabolické
enzymy klinického vyznamu (napf. CYP450)? Pokud ano, jsou tato IéCiva ucinnéjsi ve
schopnosti vyvolat farmakokinetické interakce ve srovnani s IéCivy, ktera pusobi
reverzibilné?

Celkové hodnoceni, prace je: vyborna, k obhajobé: doporucuji

V Hradci kralové dne 22.5.2020
podpis oponentky / oponenta



