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Oponentsky posudek disertaéni price Mgr. Pfemysla CISARE

»Bioanalytické metody pFistupu p¥i sledovani osudu nového potenciilniho lé¢iva
v organismu pomoci HPLC-PDA-MS-MS*

PfedloZend diserta¢ni prace Mgr. Piemysla Cisafe piedstavuje velmi zajimavy
piispévek autora a kolektivu spolupracovnikil k feSeni problematiky analyzy xenobiotik
v biologickém systému. K analyze jsou vyuZiviny nejnovéj§i poznatky z oblasti
vysokoucinné kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie.

Prace je ¢lenéna standardné, na konci jsou pfiloZzeny kompletni publikované prace.
Teoreticka ¢ast je rozdélena na dva oddily zabyvajici se bioanalytickymi aspekty
xenobiochemie a ADME studii a analytickou ¢asti. Experimentilni ¢ast je vénovana
biotransformaci dimefluronu, pfedstavitele 2. generace benzo[c]fluorenovych antineoplastik.
PfedloZené experimentdlni vysledky na potkanech jsou prvnim, ale velmi vyznamnym,
krokem k rozhodnuti, zda bude mit dimefluron ocekavany terapeuticky potencial, takZe
predloZena disertaéni prace je jakousi pilotni praci, na kterou se bude zifejmeé navazovat.

Autor ve své experimentalni praci prezentuje nejen §irokou §kalu separacnich metod,
ale musel rovnéz zvladnout velmi narocné techniky izolace parentni latky a pfislusnych
metabolitii z biologického materidlu. K tomu musel zvladnout i zaklady xenobiochemie a
naucit se orientovat v metabolismu 1é¢iv.

Autorovi se podafilo nalézt vhodné chromatografické podminky, které wvedly
k identifikaci a nasledné kvantifikaci 6-ti metabolitti 1. faze biotransformace a k charakterizaci
2 metabolith II. fze biotransformace.

Préce je stfedniho rozsahu, doplnéna hojnym poctem obrazki (celkem 35). Cile prace
jsou v disertaci jasné€ formulovany a vSechny byly uspé3né splnény. PfedloZena prace je velmi
dobfe zpracovana, je znaéné multidisciplinarni a mize Casteéné slouZit i jako navod pro
bioanalytické hodnoceni nékterych dalSich 1éciv.

K praci neméam zasadni vyhrady, mam jen néasledujici pfipominky a dotazy:

1) Prace je dobfe sepsdna, po formalni strance pouze s malym pocétem chyb (napf.
kap.4.4.1, 3.fadek ...vzorky moce s odbérl z nejvyssim obsahem...nebo na str.84,
l.tddek — nepiSe se glukuronidasace ale glukuronidisace). Trochu vadi

nejednotnost v odkazech na literaturu — nékdy na konci véty, jindy aZ za vétou,



Zavér

2)
3)

4)

5)

6)
7

8)

vyrazy typu ,,in vitro, in vivo* by mély byt rovnéZ jednotné v celé préci — na str.
12 nalezneme ,,in-vitro, in-vivo*, v kapitole 4.4 je samci &.3 podana davka 67,6
mg, nikoliv g DMF.

Popisky k obrazkim spolu s pfipadnou legendou se standardné pisi pod obrazky.

V kap.3.1.2 piSete, Ze ve IL.fazi biotransformace dochdzi ke konjugaci metabolitii
s endogennimi latkami jakou je napf kyselina sirova. Ta endogenni latkou neni,
donorem sulfatu je pouze 3‘-fosfoadenosin-5°-fosfosulfat.

Trochu nepfehledna a netiplnd se mi zda kapitola 3.1.2.1, ktera popisuje L.fazi
biotransformace. Chapu, Ze price neni sepsina shlavnim dfirazem na
xenobiochemii, ale neni mi jasné, pro¢ jsou napt. u CYP450 nikteré reakce
popisovany podrobné a jiné zcela chybi. Spife bych se ptiklan&l k tiplnému vyé&tu
katalyzovanych reakci bez jejich daldich podrobnosti. Dale predpokladim, Ze
...oxidace ketonii... je pieklep a autor myslel redukei ketonii. Informace v
kapitole 3.1.2.1.2 Redukce xenobiotik je dosti zastarala a neodpovida soudasnym
znalostem o této skuping enzymi.

Obr. 32 a 33 spolu nekoresponduji — pro&? U obou jsou takika shodné retenéni
casy parentni latky a metabolith I.fize biotransformace, ale zasadné se lisi R,
metabolitii II.faze biotransformace (4,075 min a 5,1 min pro redukovany; 6,708
min a 5,9 min pro 7-oxo metabolit).

Dimefluron byl potkaniim podavan jako roztok nebo suspenze?

Jaky byl vytéZzek (DMF + vSechny metabolity) po podani cca 70 mg DMF —
alespoii odhad?

Pro¢ se jako IS pro kvantifikaci polarné&jsich metaboliti pouzival homo-DMF,
ktery je jesté méné polarni nez DMF?

Po celkovém zhodnoceni pfedloZené disertatni prace Mgr. Pfemysla Cisafe mohu plng

doporutit, aby byla prace piijata k obhajob& a dal§imu tizeni. Doporuduji rovnéz, aby byl
Mgr. Pfemyslu Cisafovi po tispésné obhajobé piiznan védecky titul Ph.D.
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