Posudek na disertaéni praci Mgr. Hany Stambergové s ndzvem LIDSKE MEMBRANOVE VAZANE KARBONYLREDUKTASY

Disertani prace byla vypracovana na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Kralové pod vedenim prof. Vladimira
Wsdla s pfispénim odborné konzultace Dr, Lucie Skarydové. K posouzeni jsem mél k dispozici vytisk s celkovym rozsahem 216
tislovanych stran. Prdce je organizovana ve formé autorského textu (108 stran) s pfilohami véetné tyt publikovanych praci
(in extenso), kde je Mgr. Stambergové jednou prvnim autorem, dvakrat tfetim autorem a jednou Etvrtym autorem. Hlavni
textova East disertacni prace je ¢lenéna obvyklym zplisobem. Obsahuje shrnuti v éeském a anglickém jazyce, obsah, tvod,
teoretickou Cast postavenou na literdrni resersi, cile préace, &st experimentdini s pfehledem pouzitého materidlu a metod a
vysledky spojené s diskusi. Nasleduje zavér, seznam pouZitych zkratek a prehled citované literatury.

Shrnuti zdafile vystihuje vysledky, kterych bylo dosazeno vramci doktorského studia, kdy byly pfipraveny rekombinantni
enzymy napf. retinoldehydrogenasy (RDH), hydroxysteroiddehydrogenasy (HSD) a dal¥i dehydrogenasy/reduktasy s kratkym
fetézcem (DHRS). K anglické verzi shrnuti, zvlasté k jeho druhé &sti, mam pFipominky tykajici se jazyka a gramatiky, uved|
jsem tuzkou pfimo v textu.

Teoreticka Cast je zahajena zminkou o tom, Ze Fada lidskych dehydrogenas/reduktas dosud nebyla charakterizovéna, zvlaété
ze skupiny membranové vazanych proteinl. Vlastni teoreticka &ast dokladé dspé3né zvlddnuti prace s odbornou literaturou.
V pfehledném textu psaném kvalitnim jazykem i slohem se pise o membranovych proteinech a jejich klasifikaci podle
zptsobu interakce s membranou. Zminény jsou dileZité membranové enzymy, které se podileji napt. na pfenosu elektrond a
tvorbé ATP, biosyntéze dileZitych metabolitd ¢i transformaci xenobiotik. V souladu s tematickym smé&fovénim disertaéni
prace je pozornost vénovana metabolismu karbonylovych a dikarbonylovych slouéenin. Popsény jsou aldo-ketoreduktasy
(AKR), dehydrogenasy se stfedné dlouhym fetézcem (MDR) a kratkym Fetdzcem (SDR). Popis téchto skupin enzymd ma vidy
svoji logickou stavbu, kdy se nejdfive uvadr jejich strukturni rysy, plisobeni na typické substraty a nomenklatura. Ndsleduje

pFehled charakteristickych zdstupcli se zaméFenim na lidské enzymy. Orientaci velmi usnadriuji shrnujic tabulky.

Experimentalni &ist obsahuje pfedeviim metodiku, kterd byla vyuZita pro klonovani vybranych genl a jejich hostitelské
expresi cestou bakulovirové infekce bunék odvozenych z ovaridini tkané motyla Spodoptera frugiperda. V infikovanych
hmyzich burikdch byla pfitomnost produkovanych rekombinantnich proteind ové&fena imunodetekci pod mikroskopem ¢&i po
pfenosu proteini z lyzatu na membrénu. U vybranych enzymi byla méfena aktivita se substraty cestou spektrofotometrie
(Warburglv opticky test) nebo HPLC separaci a detekci reakénich produkt(i. Enzym DHRS7 byl obsirnéji charakterizovén
biochemickymi metodami, a to zejména pro urceni jeho topologie v membrané endoplasmatického retikula. Enzym byl také
purifikovén cestou afinitni chromatografie a Gspé&iné rekonstituovén v aktivni formé v liposomech.

Vysledkova &ast s diskusi uvadi hlavni vystupy experimentéini préace, kdy bylo pfipraveno 16 rekombinantnich enzymu
z nadrodiny SDR, jak jiZ bylo zminéno vy3e. Tyto enzymy byly potom analyzovany s ohledem na schopnost pfemériovat uréité
substraty napf. oracin ¢i methylnitrosoaminpyridylbutanon (NNK). Bylo tak zjisténo, %e napf. retinoldehydrogenasa RDH11
preménuje NNK, i kdyz se logicky pfedpokldda predeviim zapojeni do metabolismu retinoidd. U DHRS7 byla experimentalné
potvrzena reduktasova aktivita viéi chinoniim a steroiddim, ale i viici retinalu a taktéZ schopnost efektivné pfeménovat NNK.

K obsahu teoretické, experimentdlni i vysledkové &sti nemam zdsadnich pfipominek. Drobné opravy jsem uved| tuzkou
pfimo v textu. Jako navrh pro diskusi pfi obhajobé bych zminil chybéjici zhodnoceni nedspésnych pfipadd produkce
rekombinantnich protein( (Tabulka 24). TaktéZ by mé zajimalo, pro¢ nebyly purifikovany dalsi proteiny vedle DHRS7. Bylo by
asi vhodné se také dotazat, zda Ize aktivitu studovanych enzymi z nadrodiny SDR méFit napf. s umélymi donory & akceptory
elektrond, které by dokézaly nahradit NAD(P)/NAD(P)H. Na zavér mam jednu pfipominku. V hlavnim textu disertacni prace
jsou nezvykle citovany i publikace, které zéroven tvofii jeji pfilohu. Vzhledem k tomu, Ze jde o prace autorskych tyma, bylo by
vhodné specifikovat autorsky podil Mgr. Stambergové. V experimentalni &sti napf. neni uvedena metodika pfipravy jaternich
subceluldrnich frakci. Neni proto jasné, zda jde na str. 78-80 o vlastni vysledky autorky disertace, & o komentované vysledky
jejich spoluautord.

Autorka prokazala schopnost kritické price sodbornou literaturou, samostatné planovani a provadéni laboratornich
experimentl, véetné jejich vyhodnoceni a diskutovéni. Spinila tak pfedpoklady, které jsou nutné k vypracovani kvalitniho
védeckého spisu. Zdvérem mého posudku je jednozna&né doporu&eni disertaéni préce k obhajobé pfed odbornou komis.

V Olomouci dne 27.12. 2013 Marek Sebela



