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Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Hany Stambergové
»Lidské membrianové vazané karbonylreduktasy“

Predlozena disertani prace Mgr. Hany Stambergové je primdmé zaméfena na identifikaci,
klonovani, a zékladni charakterizaci vybranych dehydoregenas/reduktas s kratkym fet&zcem
zapojenych do metabolismu karbonylovych slougenin. Price je psana v klasickém formatu,
ptiloZeny jsou 4 publikace, na kterych je prace zaloZena. Na 43 stranich teoretického uvodu i =
velmi prehlednym zpisobem uvedena reserSe studované tématiky, kterd hierarchickym zplsobem
uvadi pfedmét studia disertatni préce od obecné charakterizace membranovych proteind, lidskych
membranovych enzymi az po detailngjsi charakterizaci jednotlivych tiid enzymd zapojenych do
metabolismu karbonylovych sloucenin. Tady bych chtéla vyzdvihnout perfektni estinu, kterou je
prace napsand vcetné€ jiz zminéného hierarchického uspofadani teoretické &asti, které dovoluje i
Ctendfi detailné se nezabyvajici touto problematikou velmi piimogary a jasny pohled na studovanou
skupinu protein. Myslim si, Ze specialn& prvni &ast by byla velmi dobrou uéebni pomuckou pro
viechny, ktefi se chtéji vénovat ¢i néco dozvédét o topologii membranovych proteind. Na druhé
strané, striktni snaha o absolutni pouziti ¢eského jazyka, nemusi byt vdy p¥inosem. Napt. prekladat
~Rossmann fold“ jako Rossmanniv zahyb nevede Gplné k predstavé toho, co je ve struktuie
obsaZeno. Radgji bych se pfimlouvala bud za Rossmannovo uspofadani, anglikanismus ,,fold*
v uvozovkach, nebo opisn€jsi gesky preklad. Ale to je obecny problém védeckych texti psanych
v Cesdtin€ a musim pfiznat, Ze si doktorandka s timto Gikolem poradila docela bravurné.

Metodicka Cast prace je velmi detailné popsand, a musim konstatovat, Ze jsou to jedny z dosud
nejlépe zpracovanych metod, které jsem za sva léta oponovéani doktorskych praci méla moZnost
hodnotit.

Posledni ¢ast disertatni prace shrnuje dosazené vysledky v priib&hu fedeni cili prace a vetSinou jsou
i diskutovany se soucasnymi literdrnimi poznatky. Ob&as viak splyva, kdy doktorandka diskutuje
to, co vyplyva z jejich vysledki, a kdy informace z literatury. Vysledkové &ast se z pochopitelnych
divodi prekryva s publikacemi, které jsou pfilohou disertadni prace. Mo#na pravé tento fakt vede
ke sniZeni ostraZitosti pfi sledovani navaznosti jednotlivych vysledkd, se kterou byly Zpracovany
ptedchazejici kapitoly vySe zminéné. Napfiklad, v kapitole 5.3.9. jsou testovany kinetické
parametry metabolismu odbourdvani bupropionu tfemi subceluldrnimi frakcemi (cytosol,
mikrosomy, mitochondrie), aby byly zji§t&ny informace o tom, jak jsou zapojeny do tvorby t¥
hlavnich metabolitd bupropionu. Nasledné byl proveden obdobny screening s konkrétnimi
rekombinantnimi enzymy resp. frakcemi hmyzich bunék. Az z tabulky 27 vyplyne, Ze se jednalo o
subcelularni frakce jaterni tkdng, o jejichZ ptipravé se viak metodickd &ast nezmiiuje. P¥i detailni
prohledani metodické &asti lze v tabulce 23 nalézt pouZitdi mnoZstvi téchto frakei pro HPLC
stanoveni, zdroj materidlu v§ak neni uveden ani v seznamu chemikalii.

To nejsou vytky k obsahoveé &dsti, ale Casti formélni, kde pFidani jedné véty by velmi zjednodusilo
orientaci ve vysledcich (tak jak je tomu tfeba na str. 74). Obdobn& by pomohlo ob&asné
znovuzopakovani nékterych zkratek (BEVS, NNK, ..). Nejdiive by se také mély v textu objevit
grafy a teprve potom tabulky, které z nich vyplyvaji (str. 78-79, Tab. 27, Obr. 50).
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K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

- Str. 81. Pfi potvrzeni pfitomnosti enzymi v mikrosomalni frakci, by bylo dobré ukézat
i imunochemickou detekci ostatnich subcelularnich frakei.

- Str. 85. Bylo by vhodné uvést struktury pouZzitych substratl pro screening a/nebo uvést
systematické ndzvy. Napf. benzil — v pfiloZené publikaci je jiZ uveden systematickym
nazvem, coZ by bylo vhodné i ve vlastni disertaéni praci.

- Str. 69: Snazili jste se dale vyuzit fluorescentni detekce exprese a produkce proteinil k dalsi
selekci nejlepSich produkénich klonG?

- co znamena zkratka CLint? Nemyslimtim, jak se pocitd, ale z ¢eho je odvozena? Chybi
v seznamu zkratek. Jaky je jeji vyznam?

- Podle ¢eho se poznd ,,vysokad“ redukéni aktivita mikrosomalni frakce (str. 74, obr. 21)?

- Na str. 90, obr. 36 diskutujete, Ze se redukéni aktivita rekonstituované DHRS7 zvysila 5x
oproti exprimované DHRS7 v Sf9 mikrosomech. Ma tento Gdaj blizsi relevanci?
Predpokladam, Ze se porovndva specifickd aktivita enzymu vztaZzena na celkové bilkoviny
(mikrosomy) vs. purifikovany protein (liposomy). Pak je to pouze otdzkou mnoZstvi
inkorporovaného proteinu v liposomech. Nebo jste nejakym stylem urcili podil DHRS7
enzymu v mikrosomani frakci?

- S vyse poloZenou otdzkou je spojeno obecné porovnavani specifickych aktivit jednotlivych
mikrosomalnich & cytoplasmatickych frakei s produkovanymi SDR enzymy pfi pfeméné
riznych substrati. Tato informace je spojena smnoZstvim studovanych enzymi
v ptisluinych frakcich. Zkouseli jste imunochemicky/densitometricky vyhodnotit relativni
zastoupeni studovanych enzymi v jednotlivych vzorcich? Pfredpoklddam, Ze specificka
aktivita je vztaZzena na celkové mnoZzstvi proteinu.

- Zkouseli jste méFit stabilitu/nestabilitu purifikované proteinu DHRS7 bez jeho inkorporace
do liposom?

Mgr. Hana Stambergovéa je autorkou &i spoluautorem &tyF publikaci, které jsou soudasti disertaéni
prace jako piilohy. Mohl byt asi byt diskutovén podil doktorandky na publikacich, kde nenf prvni
autorkou. Na zavér ale mohu konstatovat, 7¢ Hana Stambergova prokazala, Ze je schopna
samostatné védecké price, a to nejen v lzce zaméfené oblasti védy. Priprava rekombinatnich
proteinii, resp. klonovéni lidskych protein nebyva jednoduché a Casto se velké mnoZstvi prace a
optimalizaci zhusti do né&kolika strének textu. Tady bych chtéla Hané opravdu pogratulovat
k vysokému ¢&islu pozitivnich rekombinantd i produkujicich kment. Obdobn€é musim hodnotit i
dal3i experimentalni praci, pokryvajici zdkladni a aktivitni charakterizaci pfipravenych enzymi.
Vznesené piipominky spiSe formalniho charakteru, které doprovazi kazdy rozsahlejsi spis, a uréité
neubiraji na kvalité pfedlozené praci.

Na zékladé vy$e uvedeného, doporucuji disertatni praci Mgr. Hany Stambergové k obhajobé a aby
ji byl, po absolvovani usp&iné obhajoby, udélen védecky titul Ph.D.

V Brné 18.12.2013 Prot. RDr. Mithaela Wimmerov4, Ph.D.
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