Oponentsky posudek dizerta¢ni prace Mgr. EliSky Kondrové: Studium ilohy

biotransformaénich enzymu v chemické karcinogenezi

Predklddana prace fe$i velmi vyznamnou problematiku zabyvajici se
biotransformaénimi studiemi in vitro, které jsou nezbytnou souéasti toxikologického vyzkumu
i vyvoje novych lé&iv, nebot’ umoZiiuji vyznamnou mérou sniZit podet testli na lidskych
dobrovolnicich a poskytuji detailngjsi informace o metabolismu studované latky. Autorka
zkoumala moZnost vyuziti riznych enzymovych systémii ke studiu interakci mezi latkami
smotivem chinonu a cytochromy P450. Ziskané znalosti se snazila aplikovat na vyvoj
modelového systému pro testovani vedlej$ich u€inkt anthracyklinovych cytostatik, konkrétné
doxorubicinu. Limitujicim neZaddoucim uinkem tohoto chemoterapeutika je akutni a
chronick4 kardiotoxicita, kterd je zfejmé& zplisobena fadou mechanismi (napf. ovlivnénim
homeostazy Zeleza, produkei reaktivnich forem kysliku a apoptézou). Proto byly nasledng
testovany rizné typy flavonoidi, které jsou zndmy svymi antioxidaénimi uinky a jsou tedy

vhodnymi kandidaty pro zmirn&ni neZadoucich G€inkt anthracyklinovych cytostatik.

Po formalni strince je prace Clenéna zplisobem odpovidajicim dizertatni praci
vrozsahu 91 stran. V tvodu jsou ptehledné informace o enzymech biotransformujicich
xenobiotika a modelovych systémech pro studium biotransformace. Déle pak autorka stru¢né

informuje o toxicité chinont a flavonoidnich slou¢eninich.

Cilti prace bylo vyty&eno né&kolik. Za jeden ze sté€Zejnich povaZzuji mozZnost pouZiti
jaternich mikrosom@ miniprasat jako modelového systému k testovani nezadoucich ucinkid

anthracyklinﬁ.

Metodicka &ast je struéné a prehlednd popsana. Myslim si, Ze v n€kterych piipadech
by bylo vhodng&jsi kromé citace upfesnit i postup, jakym bylo méfeni provadéno. Z této Césti

je ziejmé, Ze se autorka sezndmila s Fadou experimentalnich technik.

Vysledkovéa &ast je doplnéna 17 obrazky a 3 tabulkami. Za prekvapujici vysledek
povazuji nestabilitu cytochromu P450 a NADPH:cytochrom P450 reduktasy exprimovanych
v bakterialnich membrach E. coli pfi inkubaci s NADPH. Tento systém pfedstavuje velmi
vyznamny model pro studium metabolismu xenobiotik, ale jak se zd4, neni piili§ vhodny pro

studium oxidativniho stresu. Proto jako dal§i modelovy systém autorka zvolila minipraseci



mikrosomy, které se ukazaly byt vhodné pro studium oxidativniho stresu a molekuldrni
toxicity indukované latkami obsahujicimi ve své struktufe chinon. Autorka zjistila, Ze pfi
interakci miniprase¢ich mikrosomd s doxorubicinem dochazi k aktivaci doxorubicinu
s naslednou zvy$enou tvorbou hydroxylovych radikali. Z testovanych flavonoidnich
slougenin byly vybrany fisetin, kaempferol a myricetin, které mély vyznamny inhibi¢ni
iginek na tvorbu hydroxylovych radikaléi vlivem studovaného cytostatika. Tyto latky byly

doporudeny k dal§imu studiu v jinych modelovych systémech.

Diskuze je pomérné rozsahld. Autorka své vysledky srovnava stadou literarnich

pramenti a zasazuje do rimce kompletni studie celé pracovni skupiny dr. Soucka.

Vysledky dizertani prace jsou soulasti publikaci ve tfech impaktovanych Casopisech

a jednom Casopisu bez IF.

K ptedkladané praci mam né&kolik piipominek a dotazi:

1. Jaky byl pfesny postup pii stanoveni cytochromu P450? Byla by mozZnd ukézka
vysledného absorp&niho spektra? Detekovala jste béhem méfeni i cytochrom P420?

2. Jak byl stanoven obsah NADPH:cytochrom P450 reduktasy (nmol/min) v tabulce 1 a
obrazku 9? V metodické &asti je popsdno pouze stanoveni jeji aktivity.

3. Co znamenaji neinkubované mikrosomy v tabulce 2? MizZete vysvétlit, pro¢ jsou
smérodatné odchylky v této tabulce tak velké?

4. Pro¢ byly vzorky pred elektroforézou centrifugovany a resuspendovany? Jak si
vysvétlujete Gbytek apoproteinu v mikrosomech? Byl imunochemicky stanoven protein i
v supernatantu?

5. Jak si vysvétlujete, Ze protein na imunoblotu je v ptipadé cytochromu P450 3A destruovan
v zavislosti na koncentraci benzochinonu, kdeZto aktivita CYP3A je na jeho koncentraci

zcela nezévisla (10 min inkubace bez NADPH).

Uvedené piipominky a dotazy nesnizuji uroveii dizertatni prace. Pfedkladanou préci

doporucuji k pfijeti.

V Praze, dne 23. 5. 2008 RNDr. Lucie Boifek-Dohalska, PhyD.



