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Pribéh obhajoby:
V uvodu obhajoby diplomové prace studentka Monika Harvanova seznamila vSechny
zucCastnéné s cilem prace a hlavnimi metodami vyuZzitymi pfi zpracovani prace.

Cile diplomové prace byly definovany nasledovné:

- studium interakci vybranych derivatl oxaliplatiny s lidskymi jaternimi mikrosomalnimi
cytochromy P450, konkrétné¢ formami CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2EIL, CYP3A4

- charakterizace interakci pomoci specifickych enzymatickych aktivit na zakladé¢ premény
markerovych substratii forem CYP a stanoveni inhibice enzymatické aktivity

- urceni klinicky vyznamné inhibovanych forem cytochromi P450

Odpovédi na otazky oponenta:
V celém textu nékolikrat Spatné pouzity mezery, napt. v zavorkach.

Str. 8 - tromboxan nebo tromboxany?
Oprava — tromboxany. Latky ze skupiny eikosanoidii, na jejichz biosyntéze se podili
cytochrom P450. Podil v biosyntéze ma ale i enzym cyklooxygenasa.

Str 8 - extrajaterni minéno mimojaterni?
Ano. Spravné mimojaterni nebo extrahepatalni.

Str.11 — tretinoin?

Tretinoin = retinoid, kyselina all-trans-retinovd (ATRA), pfirozeny metabolit retinolu
(vitaminu A). Ve form¢ masti a gelti je vyuzivan v terapii acne vulgaris.

Je uzivan 1 vnitiné ve form¢ tablet v kombinaci s chemoterapii pii 1é¢be akutni
promyelocytarni leukémie. Mechanismus U¢inku tretinoinu je zaloZeny na indukci buné€né
diferenciace a inhibici proliferace n¢kterych transformovanych hematopoetickych bunck.

Na biotransformaci tretinoinu se podili CYP2C.

kyselina all-trans-retinova
retinol (vitamin A)
Str 13 — treonin nebo threonin

Oprava — treonin

Str 14 - obr.3. na hranici ¢itelnosti.
Str 20 - sek-butyl....,

Str 23 a dale: — diklofenac nebo diclofenac nebo diklofenak?
V ceské literatufe uvadéno diklofenak, v anglické literatute diclofenac.
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Str 25 a dale — pouziti hodnoty RPM nic netikd o mife pouzit¢ho g, bez uvedeni centrifugy a
konkrétniho rotoru nedostatecny tida;!

Uveédomuji si, ze hodnota RPM neni dostate¢ny udaj a je nezbytné uvadét hodnotu RCEF,
ktera poskytne ¢tenafi potiebnou informaci pro reprodukci experimentu. V budoucnu budu
tuto chybu urcité eliminovat.

Pro rzné metody rtizné pouzité RPM, proc?

Pti experimentech pro stanoveni enzymatické aktivity forem CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6,
CYP2C9 a CYP2D6 byla centrifugace na mikrotitraéni desticce provadéna pii maximu
otacek pouzitého rotoru (3700 RPM). V popisu metodiky fluorimetrick€¢ho stanoveni aktivity
CYP1A2, CYP2A6 a CYP2B6 jsem uvedla max. hodnotu RPM jin¢ho rotoru — rotoru pro
mikrozkumavky (14000).

Pii experimentech pro stanoveni enzymatické aktivity forem CYP2E1 a CYP3A4 byla
centrifugace provadéna ve sklenénych zkumavkach po predchozi extrakci do organické faze.
Vzhledem k pouZitému materidlu byla snizena hodnota RPM na 3000 (CYP3A4). Pii
centrifugaci jedna ze zkumavek praskla. Proto byla centrifugace reakéni smési pro stanoveni
aktivity CYP2ET provadéna delsi ¢as pfi nizsich otackach (2000 RPM).

Str. 32 — neni tfeba uvadét tlak 13 MPa, je to daj pro konkrétni experimentalni a ptistrojové
vybaveni.

U vSech metod by bylo lepsi uvést piimo typ pouzité kolony, nejen pouze C18.
Pro separaci byla pouzita kolona LiChrocart 250-4 s ndplni LiChrospher 100 RP-18.

Je v Ceském jazyce povoleno pouzivani uM?
Spravné pmol.1-1.

Skoda, Ze plnobarevny je pouze jeden graf, ostatni ¢ernobilé (nijak to ovSem nesniZuje
kvalitu védecké prace, pouze zlepSuje orientaci v grafech.

Vysledky pro 11 umol.I-1 byly experimentalné zméteny nebo extrapolovany z grafu?
Vysledky byly extrapolovany z grafu.

Pro koncentraci inhibitoru 11 pmol.l-1 byla odpovidajici hodnota enzymatické aktivity
CYP3A4 vyhodnocena s vyuzitim grafick¢ho softwaru.

Str. 40 — Cely text psan v trpném rodu a najednou se objevuje Ja ... plisobi to trochu rusive.
Str. 41 — psani velkych pismen u nadzvi latek Olomoucin II versus roskovitin.
VySe uvedené nesnizuje celkovou vysokou urovenl préace, kterd zahrnuje i1 znacnou

experimentalni ¢ast.

Pripominky a dotazy v ramci diskuse:

Byla opravdu pouZita koncentrace substratu v hladiné Km pro dany substrat?

O: Byla pouzita standardni metodika testovani podobnych latek v podobném in vitro
systému.

Jaké byly pfesné podminky vyneseni formou Dixonova grafu pfi vyhodnoceni enzymové
kinetiky?
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O: Hodnota Km je uvedena v textu, popsana experimentalni zavislost miize byt zptisobena
alosterickym chovanim enzymu s pouzitym substratem testosteronem. Inhibi¢ni konstanty
byly v fadu mikromolarnim.

Na vSechny dotazy poloZené ¢leny komise uspokojivé odpovédéla. Prace i obhajoba byly
hodnoceny jako vynikajici.
Celkové hodnoceni oponované prace: vyborné



