Oponentsky posudek na dizertac¢ni praci ing. lvana Mikuly s nazvem:
»Eukaryotic and prokaryotic nitric oxide synthases — structure-function

studies“

Predkladana dizertaéni prace je komentovanym souborem Sesti publikovanych
praci (a jedné prace odeslané k publikaci) v mezinarodnich ¢asopisech a Ize v ni
identifikovat zhruba 3 okruhy zajmu:

I) Studium kinetickych a dynamickych vlastnosti okoli hemu v NO-synthase (NOS) za
pouziti bakterialnich protein podobnych NOS, které vykazuji vysokou homologii
s oxygenasovou doménou saveéi NOS.

ii) Zjistovani schopnosti izoforem NOS vykazovat nitritreduktasovou aktivitu, a tak
alternativn& produkovat NO za fyziologickych podminek.

iif) Charakterizovat nové popsany rostlinny protein, kterému byla pfipisovana aktivita
NOS.

Dizertacni prace je opatiena velmi dobfe napsanym Gvodem, resp. Piehledem
literdrnich Gdajd. Nasleduje pak kapitola Vysledky a diskuze, kde se do jisté miry
opakuje to, co si lze precist v pfilozenych publikacich. Jinak v$ak tato kapitola
nejspise nejde napsat. Dobfe je také napsany Zavér. Seznam pouzité literatury je
prezentovan neobvykle Uspornym zplisobem, kdy je uvadén jen prvni autor. To je
celkem pochopitelné, protoZe vétsinu literarnich Gdaji Ize nalézt, fadné citovanych,
v pfiloZzenych publikacich. OvSem, i tak Uspornym zplsobem psané literarni Udaje by
meély byt uvadény jednotné (nékdy pp., jindy ne; nékdy volum a ¢islo ¢asopisu, jindy
jen volum).

Vsechny publikace, které jsou soucasti predkladané dizertaéni prace byly (az
na jednu, kterd je odeslana do ¢asopisu) publikovany v mezinarodnich
biochemickych Casopisech, velmi Casto v ¢asopisech, které maji vysoky ,impact
factor”. Musely tedy projit dikladnou mezinarodni recenzi a piinasi tedy nepochybné
vyhradné nové vyznamné poznatky. Za nejzajimavéjsi zjisténi povaZzuji: i) Nalez
druhého vazebného mista pro NO v katalytickém misté nékterych NOS. ii) Zjisténi,
ze eNOS, ale nikoli nNOS a iINOS vykazuje za podminek nedostatku kysliku
nitritreduktasovou aktivitu. iii) Zjisténi, Ze rostlinny protein AtINOS1 (NOA1), ktery mél
mit aktivitu NOS,takovou aktivitu nema a ma zcela jiné funkce.

Vysledky prezentované v dizerta¢ni praci maji jisté vyznamny dopad pro dal$i

vyzkum, a to nejen v oblasti NO. Lep$i porozuméni mechanizmu vzniku NO za




katalyzy NOS a podrobné znalosti aktivhiho mista NOS mohou vést k synteze velmi
specifickych modulatorll, a to jak savcéi NOS, tak bakterialnich proteinii podobnych
NOS, a tak ovliviiovat patogenicitu nékterych bakterii. Zjisténi nitritreduktasove
aktivity eNOS za hypoxickych podminek pak muize mit v budoucnu vliv na feseni
akutniho ischemického poskozeni. Zjisténi pravé biologické funkce rostlinného
proteinu NOA1 pak snad definitivné rozhodlo o tom, Ze se nejedna o NOS.
K autorovi bych mél 2 otazky:

1. Kde si detailné pfedstavuje, Ze je umisténo druhé vazebné misto pro NO
v katalytickém misté NOS?

2. Jak si vysvétluje, Ze nNOS a iINOS nemaji nitritreduktasovou aktivitu za

hypoxickych podminek?

Zavérem bych chtél konstatovat, Ze podle meého nazoru predkladana
dizertaéni prace zcela splfiuje poZadavky kladené na takovéto prace a jisté doklada
pfedpoklady autora k samostatné védecké praci. V pfipadé uspeésné obhajoby

doporuéuji jednoznaéné udéleni titulu ,Ph.D."
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