OPONENTSKY POSUDEK

Doktorandska disertacni prace Mgr. A. B. Veselé je zamétena na podrobné studium riznych
typt nitrilas zejména z vlaknitych hub. Enzymy hydrolyzujici nitrily riznych struktur,
zejména arylalifatické nitrily, naSly Siroké uplatnéni v fad€ organickych syntéz a je proto
nasnad¢ vénovat se podrobnéji hledani novych enzymu tohoto druhu, zejména
arylacetonitrilas, jejich charakterizaci a jejich aplikacim v biotechnologiich.

Z téchto divodii bylo také cilem prace vypracovat moderni metodiky pro ziskani novych,
zejména fungalnich nitrilas pomoci vyhledavani homolognich gent v databazich a exprese
vybranych gent, purifikovat n¢které z nich a charakterizovat jejich zakladni katalytické
funkce a strukturni vlastnosti. Prace je zamétena piedevsim na purifikace a charakterizace
arylacetonitrilas z Arthroderma benhamiae a Nectria haematococca.

V pribéhu prace autorka zvladla fadu genetickych, molekularné biologickych, biochemickych
a analytickych metod.

Disertace je souborem ¢tyt publikovanych praci doktorandky, které se k tématu prace uzce
vztahuji, opatfenych rozsahlym souhrnem v angli¢ting (99 stran) obsahujicim literarni resersi,
stanovendi cilti prace, ptehled vysledki a diskusi. Navic se uvadi dalSich 9 praci, na nichz se
autorka podilela, a které voln¢€ souviseji s tématem préace.

Jak je patrné z hlavniho textu a pfiloh, prace shrnuje vysledky velkého mnozstvi
experimentti, mnohdy dosti pracnych a ¢asové naro¢nych. V literarni reSersi nalezla autorka
potiebnou navaznost jednotlivych témat a ukézala jejich vzajemné propojeni a souvislosti.
Precisnost zpracovani a schopnost stru¢ného a presného vyjadrovani v Casti ,,vysledky a
diskuse* je ukazkova.

Vysledky disertace lze z hlediska metodického piistupu rozdélit do Etyft Casti. V prvé Casti
studovala autorka expresi fungalnich genti kodujicich hypotetické nitrilasy a kyanidhydratasy,
potvrdila ptfedpokladané funkce téchto proteint a popsala jejich zakladni katalytické
vlastnosti. Zde se autorce podatilo vytvorit metodiku vyuzitelnou pro piipravu dalSich
podobnych enzymu a ziskat poznatky o vztahu struktury a substratové specifity téchto
enzymu.

V dalsi casti prace autorka uspésné isolovala a charakterizovala purifikované enzymové
preparaty. Strukturni analyzy a homologni modelovani byly provedeny ve spolupraci

s dal§imi laboratoremi MBU, UK a Ustavu nanobiologie a strukturni biologie AV CR).
Nasledoval uspésny pokus o vyuziti téchto enzymt pro piipravu kyseliny R-mandlové.
Posledni ¢ast tvoii pouziti fungélnich nitrilas pro ptipravu derivatl taxolu; v této ¢asti byly ve



spolupraci s TU Graz objeveny nové substraty nitrilas a nové zpisoby pouziti téchto enzymi
pro syntézu farmaceutickych chemikalii.

K praci nemam zadné podstatné pfipominky zejména proto, ze vétsina vysledki byla jiz
publikovana ve velmi dobrych mezinarodnich ¢asopisech, kde jisté prosla dokonalym
recensnim fizenim.

M¢l bych k autorce pouze tyto otazky k danému tématu:

1) V ¢asti 3.1 se porovnavaji aktivity riznych nitrilas a hleda se souvislost mezi jejich
strukturou a aktivitou. Ma na jejich aktivitu vliv také zptsob, kterym tyto nitrilasy
asociuji (Jako napf. dimery, tetrametry apod.)?

2) Pii enzymové piipravé kyseliny mandlové pomoci vybrané nitrilasy bylo dosazeno
Cistoty produktu vyjadiené v e.e. jako 97.6%. Je to dostate¢né pro piipadnou
priamyslovou vyrobu, a pokud ne, je mozné ¢istotu produktu dale zvysit?

3) Jsou nitrilasy esencialni bilkoviny?

Autorka svym dilem jednozna¢né doklada schopnost uspésné fesit komplexni téma. V této
souvislosti prokazuje schopnost nejen zvladnout naro¢nou metodologii, pfesné orientovat
experimentalni praci a zpracovat velké mnozstvi faktografie, ale i prezentovat ziskany
poznatek. Dilo, které autor predklada svédci o skutecnosti, Ze vSechny cile védecké ptipravy
byly dosazeny. Pfedlozena prace jednoznacné spliuje vSechny pozadavky piislusného § 47,
ods.4, zakona ¢. 111/198 Sb o vysokych skolach a proto doporucuji piijmout doktorandskou
disertacni praci Mgr. A.B. Veselé k obhajobg.
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