Posudek disertaéni prace Ing. Franti§ka Skroba s nazvem ,,Nova penicilin-G-acylasa
z bakterialniho kmene Achromobacter sp. CCM 4824

Prace Ing. Frantiska Skroba na 93 stranach véetné piiloh popisuje isolaci a charakterisaci
nového mikrobniho enzymu, penicilin-G-acylasy (PGA) z bakteridlniho kmene
Achromobacter sp. CCM 4824. Prace ma standardni ¢lenéni, na ivod, materidl a metody,
vysledky, diskusi a zavér.

Literarnimu uvodu je vénovana asi Ctvrtina prace; veénuje se popisu amidohydrolas -
laktamovych antibiotik a jejich vyznamu se zfetelem na déleni penicilinaminohydrolas. Déle
je diskutovana struktura aktivniho mista PGA u E. coli a reakéni mechanismus enzymu,
v zavéru pak je podan stru¢ny piehled historie vyroby semisyntetickych antibiotik a uvod
kon¢i popisem dosud znamych vlastnosti kmene Achromobacter sp. CCM 4824, ktery byl
v ramci laboratorniho screeningu nalezen v Mikrobiologickém tistavu AV CR v Praze.

Prace zahrnovala kultivaci uvedeného kmene v bioreaktoru, zpracovanim biomasy a
purifikaci enzymu. Jak se zjistilo, enzym se skladal ze dvou nekovalentné spojenych nestejné
velkych podjednotek o a [, jejichz molekulové hmotnosti byly stanoveny hmotnostni
spektrometrii. Nativni elektroforézou byly zjistény dvé isoformy o isoelektrickych bodech pl
8,0 a 8,2. Zjistilo se, ze substratova specificita obou isoforem byla stejnd, a tak byly
povazovany nadale za jeden enzym.

Patrné nejdulezitéjsi je zjisténi autora, ze se novy enzym od dosud zndmych PGA odliSuje
svoji substratovou specificitou — téméf dvojnasobnou rychlosti hydrolyzuje semisynteticka [3-
laktamova antibiotika, majici aminoskupinu na o-uhliku acylové skupiny (ampicilin,
amoxicilin, cefalexin). Déle bylo zji§téno, Ze enzym méa vyhodné vlastnosti pro enzymové
syntézy piipadnych dalSich B-laktamovych antibiotik. Nepochybné 1 proto je pozdéji
pfipravnd rekombinantni PGA v soucasné dob¢ testovana pro primyslové vyuziti zahrani¢ni
firmou.

Pokud bych mél tedy shrnout vécny obsah a vyznam prace disertanta, prace popisuje
kultivace mikroorganismu, sraZeci a chromatografickou purifikaci enzymu, jeho dalsi
charakterisaci véetné ur¢eni molekulové hmotnosti metodami gelové filtrace a MALDI-TOF,
substratové specificity a dalSich charakteristik enzymu, ktery pravdépodobné dojde
pramyslového vyuziti pti pfipravé novych semisyntetickych antibiotik.

Vyznam prace je tedy zietelny, obzvlasté v dobé kdy se upiednostiiuje ekologicky Setrny
zpiisob vyrob chemickych latek ¢i ptipravka oproti klasickym technikédm ,,tézké chemie®.

Doktorand vysledky své prace publikoval ve tfech ¢lancich v mezinarodnich impaktovanych
casopisech a na nckolika konferencich. Po vécné strance se domnivam, Ze disertant splnil
predstavy oborové rady Mikrobiologie o doktorandském studiu, jeho cili a celu. Po formalni
strance splnil naroky na uspé$ného disertanta této oborové rady kladené.

K praci mam nékolik drobnych pfipominek a dotazi.

V nékolika pfipadech zacina v disertacni praci ¢i v autoreferatu véta terminem ,,-laktamasa®
apod. V tom pfipadé by termin za pomlc¢kou mél byt uveden velkym pismenem. Podobné tak



napf. na str. 27 odstavec zacina 6-nitro-3-fenylamidobenzoova kyselina; spravné by melo byt
6-Nitro...

V nékterych piipadech jsou v disertatni praci zminovany symboly s blize vysvétlujicim
hornim indexem, ktery by podle mého nézoru mél byt spis dolni. Napiiklad AA*® (napf. na
str. 33) nebo V*'™*? (napf. na str. 30).

Redukce méd’natych ionth v pritomnosti peptidické vazby se nazyva biuretova reakce, nikoliv
Biuretova (str. 32). Nazev reakce je odvozen od dvou zkondenzovanych molekul mocoviny
(urey), zvanych biuret, ktery vstupuji do reakce, podobné¢ jako peptidy ¢i proteiny.

Ojedin¢le se v praci objevuje laboratorni slang, napi. na str. 49, kde se v popisu gelové
filtrace pise, ze ,,frakce... byly slity, 1épe by asi bylo uvést ,,byly spojeny*.

Velmi ojedinéle se v praci objevuji typografické chyby, napt. chybé&jici mezera mezi dvéma
zévorkami na str. 81, druhy fadek zdola.

Autor uvadi, Ze celkem bylo otestovano cca 2 000 sbirkovych kmenil a pfirodnich isolati. Na
testovani kolika z nich se autor disertace podilel?

Pokousel se autor osobné¢ o imobilisaci enzymu? V praci se uvadi, Ze imobilisovany preparat
je testovan v komer¢ni firmé. Je mozné uvést, jakym zpiisobem a na jaky nosi¢ byl enzym
imobilisovan?

Jak jsem uvedl vySe, domnivam se, Ze autor splnil veSkeré pozadavky na doktoranda kladené
a doporucuji praci pfijmout a pokraovat v ptrislusném fizeni, vedoucim k udéleni titulu
,»PhD* v oboru mikrobiologie.
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