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Nazev prace:
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Prace je: experimentalni

a) Cil prace je: zcela spinén

b) Jazykova a graficka uroven: velmi dobra
c) Zpracovani teoretické ¢asti: vyborné

d) Popis metod: vyborny

e) Prezentace vysledkU: velmi dobra

f) Diskuse, zavéry: vyborné

g) Teoreticky ¢i prakticky pfinos prace: vyborny
Doporuéuji diplomovou praci k uznani jako praci rigorézni <]

Pfipadné poznamky k hodnoceni: V pfedloZzené diplomové praci se autorka vénuje
interakcim inhibitord cyklin-dependentnich kinas s lidskymi rekombinantnimi enzymy
redukujicimi karbonylovou skupinu. Prace je psana v Ceském jazyce, je logicky Clenéna.
Jazykova Uroven je pomérné vysoka, pouze misty se vyskytuji nespravné formulace a
preklepy. Experimentalni rozsah prace je nadstandardni, vysledky jsou peclivé popsany a
odpovidajicim zplsobem diskutovany. Celkova uroven prace je vysoka. Po obsahové ani
grafické strance k praci nemam zadné zasadni vyhrady, mam pouze nékolik pfipominek a
dotazd.

Dotazy a pfipominky:

PFfipominky:

1) V praci se ob¢&as vyskytuji chyby v nomenklatufe. V ¢estiné na rozdil od jazyka anglického
piSeme enzymy jako jedno slovo. Chyba byla napf. ve slovech "inhibitory protein kinas" Ci
"aldo-keto reduktasy". V praci se téz vyskytl pojem karbonylreduktasy ve smyslu celé skupiny
enzym redukujicich karbonylovou skupinu (pF. str. 16). Tento nazev je v této asociaci zcela
nevhodny a mél by byt rezervovan pouze pro CBR enzymy z nadrodiny SDR.

2) Ke kazdému obrazku by mél byt odkaz v textu, odkazy vSak zcela chybi.

3) Na strané 10-11 uvadite jako pfi€iny rezistence zmény farmakokinetiky a metabolické a
funk&éni zmény buriky, pficemz ve druhé varianté chybné opét uvadite farmakokinetické
aspekty. Funkéni zmény souvisi se zménou farmakodynamiky léciv, coz je az na konci
zminéna napt. zvySena intenzita oprav DNA, nejCastéjSi v praxi je vSak mutace cile 1éCiva.



Chybné je pak tvrzeni, ze "jednoznacné nejcastéjSim zpusobem vzniku rezistence jsou
strukturalni ¢i funk&ni zmény bunky, resp. zvySeni koncentrace enzym( ovliviiujicich
metabolismus cytostatika". Indukce ovliviuje farmakokokinetiku IéCiva, nikoliv
farmakodynamiku a rozhodné neni nejCastéjsi pfiCinou rezistence v onkologické praxi.

4) Na strané 21 piSete, ze AKR1B10 ma pfiblizné 100x vyssi aktivitu vi¢i daunorubicinu nez
AKR1B1. Publikace Bains et al., 2010 (Naturally occurring variants of human aldo-keto
reductases with reduced in vitro metabolism of daunorubicin and doxorubicin) i Vase vlastni
vysledky v§ak poukazuiji na to, ze tento rozdil je pouze desetinasobny. Na strané 23 je dale
uvedeno, ze CBR3 ma mnohem vysSi aktivitu vici daunorubicinu nez CBR1, situace je vSak
pfesné opacna, cemuz opét nasvédCuje publikace Bains et al., 2010 i VaSe vlastni vysledky.
5) Na strané 21 popisujete expresi jednotlivych zastupcl podrodiny AKR1C. Hlavni mista
vyskytu téchto enzymU vSak dle dostupné literatury nejsou vzdy ta, ktera uvadite. V odkazu
citujete neplvodni zdro;j.

6) Ve VaSem usporadani provadite srovnani jednotlivych reduktaz pfi jedné koncentraci
substratu (500 uM daunorubicin). Bez porovnani parametrl Km, Vmayx, kcat a kcat/Km neni
pIné mozné charakterizovat chovani enzymu, a proto bych Va$e zavéry tykajici se aktivity
jednotlivych enzym bral s rezervou. Pro spolehlivé srovnani bych doporucil testovani ve
vice koncentracich, nasledné prolozeni kfivek dle pfislusné kinetiky (Michaelis-Menten, popf.
linearni nebo alostericka sigmoidalni dle chovani enzymu) a vypocet vySe zminénych
parametr(.

7) Vysledky pokusu prezentované v obr. 16 a 17, byt kazdé opakovani bylo provadéno jinou
osobou, bych slougil do jednoho grafu ve formé praméru +- SD.

8) Na nékolika mistech polemizujete, zda ta &i ta zména byla signifikantni nebo ne. Toto si
nemuzete dovolit, pokud se nefidite statistickou analyzou. Analyza by méla by byt
aplikovana na vSechna data uvedena v tabulkach.

9) Popis legend je pfilis struény, minimalné by v ném vzdy méla byt zminka o tom, z kolika
opakovani hodnoty pochazi a co jsou za¢ (prGmér, median, SD, SEM).

Dotazy:

1) Na strané 14 uvadite, Ze na biotransformaci daunorubicinu ma nejvétsi podil AKR1B10.
Jak Vase vlastni data, tak i vysledky publikace Bains et al., 2010 ukazuji, ze AKR1B10
zdaleka neni nejaktivnéjSim enzymem a vyrazné jej pred¢i enzymy CBR1, AKR7A2,
AKR1C3 a AKR1A1. Ma snad AKR1B10 o tolik vyrazné vy3Si expresi v jatrech nez tyto
enzymy, aby tento handicap zvladl pfekonat?

2) V praci na vicero mistech zazniva tvrzeni, Ze hydroxy metabolit daunorubicinol je vice
kardiotoxicky ve srovnani s parentni latkou. Je to opravdu tak, Ze se metabolickou konverzi
zméni kardiotoxicka aktivita nebo v tom hraji roli jiné faktory? Jaké jsou dal3i teorie tykajici
se vzniku kardiotoxicity pfi [é€bé antracykliny?

3) Na strané 27 prezentujete tvrzeni, ze faze | klinickych studii u latky AZD5438 ukazala jeji
pomérné kratky polo€as rozpadu (1 - 3 hodiny)? Mohla byste prosim popsat, co si
pfedstavujete pod timto parametrem?

4) Na str. 20 uvadite, ze v klinické praxi jsou vyuzivany inhibitory AKR1B1 sorbinil, tolrestat,
epalrestat, ranirestat, fidarestat. S vyjimkou epalrestatu ostatni latky bud neprosly klinickym
zkouSenim nebo byly po zavedeni stazeny z trhu (tolrestat). | pfesto je vSak evidentné
zfejmé, ze inhibice AKR1B1 je slibnym terapeutickym cilem. Mohla byste podrobnéji nastinit
roli AKR1B1 v diabetu a pfidruzenych kardiovaskularnich neuropatiich a vysvétlit klinicky
benefit inhibice tohoto enzymu?

5) V sekci 3.2.1.1 je uvedeno, Ze reduktasy pfi metabolickych konverzich vyuZivaji jako
kofaktor NADP+. Dale piSete, Ze pravé NADP+ je jednou ze soucasti regeneracniho
systému, a proto je nutné zajistit jeho dostate¢né mnozstvi béhem celé reakce. Je tomu
opravdu tak? K ¢emu slouzi NADPH regeneracni systém? Pro€ se pouZziva tato
komplikovanejsi varianta ve srovnani s vyuzitim samotného kofaktoru? Skyta aplikace
regeneracniho systému né&jaké nevyhody?



6) Inhibici testujete u vSech enzymu pausalné pfi hodnoté substratu 500 uM, aniz byste
védéla hodnotu Km pro dané enzymy. Co hrozi pfi pouziti koncentraci substratu nad
hodnotou Km?

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