Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Yogeeta Nautamlal Babt

»Phase IT biotransformation of NSAID flobufen*

Mgr. Yogeeta Nautamlal Babi se ve své disertacni praci zabyvala xenobiochemickymi
experimenty s nesteroidnim antiflogistikem flobufenem, jejichZ cilem bylo odhaleni zptisobu
1. a zejména pak 2. fize biotransformace tohoto 1&iva na riiznych hierarchickych trovnich :
subcelulirni (potkani mikrosémy), bun&éné (moreci a lidské hepatocyty) i v celém
organismu (morce). Flobufen je chirélni (m4 1 stereogenni centrum) a soudasné prochiralni
lé€ivo (po redukei karbonylu vznikd druhé stereogenni centrum), v HPLC analyze tudi
musela byt pouZita chromatografickd kolona s chirlnim selektorem. ProtoZe struktura
metabolith 1. a zejména 2. fize biotransformace nebyla znima, musela byt vyuZita
hyphena¢ni analyticka technika HPLC-MS/MS k identifikaci chemickych struktur a ke
stanoveni metaboliti flobufenu.

Disertace ma rozsah 125 stran, dalgich 18 stran textu tvoii pfiloha obsahujici étyii
publikace, na kterych se Mgr. Babui podilela jako prvni autorka nebo spoluautorka. Dizerta¢ni
prace je sepsina v anglickém jazyce, doplngna eskym abstraktem, formalng je &lengna
zplisobem obvyklym pro tento typ kvalifikaéni prace.

V teoretické &asti autorka nastinila prehled enzymi podilejicich se na katalyze pfemén
xenobiotik v 1. a 2. fazi biotransformace, piehled typ biotransformaénich reakei xenobiotik
vené chirdlnich aspekti pfemén, piehled method, které se ke studiu biotransformace 1éciv
vyuzivaji. Zv1a$tni kapitoly jsou vénovény pfipravé vzorku, LC-MS a NSAIDs, jejichZ jeden
representant byl studovén v této dizertaci.

Autorce dizertace se xenobiochemickymi experimenty s analytickou podporou chiralni
LC-MS/MS podatilo identifikovat acyl glukuronid flobufenu, acyl glukuronid M17203 a
konjugit M17203 s taurinem. Byly nalezeny rozdily v enzymové kinetice enantiomerii
flobufenu.

V pfedloZené diserta¢ni praci jsem nenalezl zavaznéj§i formalni nebo obsahové
nedostatky, drobné nedostatky zminéné dale nikterak nesnizuji kvalitu tohoto védeckého
pojednani.

Autorka se b&hem své postgradudlni vychovy zugastnila nékolika tuzemskych i
mezinarodnich konferenci, na kterych presentovala dilgi vysledky své experimentalni prace.

Findlnim vysledkem postgradualni vychovy bylo sepsani Ctyf publikaci o biotransformaci




flobufenu, které byly zvefejnény v prestiznich impaktovanych zahraniénich periodicich. Mgr.
Babu je hlavnim autorem na praci zvefejnéné v analytickém &asopise Talanta, spoluautorem

je na €lancich zvefejnénych v €asopise BMC Pharmacology (1 prace) a Chirality (2 prace).

Zavér :

PfedloZena disertatni prace Mgr. Yogeety Nautamlal Babu spliiuje po strance
obsahove i formalni viechny poZadované naleZitosti. Béhem své postgradualni vychovy se
dizertantka seznamila velmi detailng s teorii i metodologii xenobiochemickych experimentt,
jejichZ cilem bylo studium biotransformaénich ptemén flobufenu v podminkach in vivo a in
vitro. K analyze metaboliti flobufenu vriiznych biomatricich slouZila vysocelginna
kapalinova chromatografie v tandemovém spojeni s hmotnostni spektrometrii, kterou byly
identifikovany separované struktury metaboliti 2. fize biotransformace nesteroidniho
antiflogistika flobufenu. Vysledky této dizertaéni prace Mgr. Babt jsou cennym pfispévkem
k poznéni osudu zminéného NSAID v organismu.

Doporucuji proto, aby disertaéni price Mgr. Yogeety Nautamlal Babu byla piijata
k obhajobé a stala se podkladem k udéleni v&édecké hodnosti PhD.

Pripominky, dotazy a niméty do diskuse :

Str. ii: ,,Doc. Wso6l...Doc. Skalova...Doc. Szotikova...“ Podle http://en.wikipedia.org/wiki/Docent
»In American English (but not in British English, where the word is not used), a docent has
two meanings. Firstly, a professor or university lecturer; and secondly, the corps of volunteer
guides who staff museums and other educational institutions. Docent is derived from the

present participle (docens, docentis) of the Latin word docére, meaning "to teach".
Doporuduji pouzivat Associate Professor.

Str.7... doporuduji dimethyl sulfoxide na misto dimethylsulphoxide
Str.51... v tfidéni NSAIDs postradam skupinu neutrilniho proléciva nabumetonu, které se
v organismu biotransforma¢né aktivuje na uginnou 6-methoxy-2-naftyloctovou

kyselinu
Str.88 a 95...Opravte si dvojvazny dusik ve struktute taurinového konjugatu M17203 !!!

Dotaz ke struktufe flobufenu a jeho phase I biotransformaci: Atomy fluoru jsou zavadény do
aromatické ¢asti molekuly 1é¢iva Balz-Schiemannovou reakci (pfevedeni arendiazonium
chloridu na mélo rozpustny arendiazoniumtetrafluoroborét, ktery se neché vychnout a poté se
tepeln€ rozloZi na fluorovany aren). Ve farmaceutické chemii se uci, Ze pozice aromatu, které

jsou obsazeny fluorem, podléhaji méné ochotné nebo vibec nepodléhaji arenoxidaci. Pfesto




byly popsany arenoxidace fluorovanych arenii doprovézené dokonce NIH pfesmykem fluoru
na sousedni uhlik. Mezi metabolity flobufenu 1. fize biotransformace by se tedy prakticky
nemely vyskytovat arylhydroxy metabolity a zmetabolitd 2. fize biotransformace by
prakticky nemély byt zastoupeny ether glukuronidy. Je tomu tak, nebo byly pomoci LC-MS

nalezeny alespoii stopy arylhydroxy flobufenovych metabolitt a jejich ether glukuronidii?

Jaky je mechanismus tvorby M17203, ktery vznikd z flobufenu ztritou 3 uhliki? V jakeé
formé se tyto tfi uhliky odst&puji? Jde o oxida¢ni nebo redukéni reakei? Je znamo néco o

enzymologii této reakce?

Byly providény experimenty s B-glukuronidasou a arylsulfatasou ? Jejich inkubace

s biomatrici by napovédéla mnohé o struktute metabolitd 2. fize biotransformace flobufenu.

Ke strané 107. Pekvapuje absence acylglukuronidu flobufenu v moc¢i. Kudy se tedy vlastng

acyl glukuronid, jehoZ tvorba byla v potkanich mikrosomech prokazana, vylucuje???
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