Oponentsky posudek doktorské disertani prace Mgr. Vlasty Ctrndcté
. Molecular and biochemical features of three enzymes that may serve as new drug targets in
Cryptosporidium parvum

(Oborova rada fyziologie a patofyziologie tloveka doktorského studia v biomedicing)

Price i theze (autoreferat) byl piedloZeny v anglitting a odpovidaji klasickému
lengni pozadovanému oborovou radou. Po 15 vstupnich stranach disertatni prace,
obsahujicich také abstrakt, podékovani spolupracovnikiim (domécim i zahraniénim) a
$kolitelim (doc. MUDr, Marie Statikovd, CSc. a RNDr. MUDr. Franti¥ek Siejskal , Ph.D,,
oba z UK v Praze — 1. LF), nasleduje seznam zkratek a seznam kapitol disertace s uvedenim
pifsludnych stranek textu i pifloh. Vlastni disertace je prehlednd sepséna na 67 stranach
s teoretickym tvodem, definovanim cilti disertace a vyctem pouZitych metod s odkazem do
piiloZenych tf praci in extenso publikovanych v letech 2003-2007, které jsou predmétem
disertace. Prace byly publikovany v mezindrodnich mikrobiologickych &asopisech (Ghrn
impakt faktort 5,4), u dvou z nich je autorka na prvnfm mistd, Vysledky a diskuse jsou
rozdéleny do pHislugnych tf oddill, protoZe metodicky a obsahové spolu pfimo nesouviseji a
jsou spojeny vlastnd pouze zamlfenim na stejny zkoumany organismus. Take zdvéry
odpovidaji svymi tfemi oddily pfipojenym publikovanym pracim. Pak nasleduje vycet
citované literatury (az do roku 2008) a reprinty praci, kter¢ tvo¥ podklad disertace. Nakonec
autorka piipojila svoje curriculum vitae s uvedenim yyzkumngch grantti, jejichZ byla hlavni
feditelkou nebo spolufeditelkou (1 + 5) a seznam svych publikovanych experimentalnich
praci (celkem 7, véetn& vySe uvedenych), vesmes v impaktovanych asopisech. O petlivosti
autorky svéd&i také to, Ze na zaver disertace ptipojila i Errata, obsahujici dodatetné citace
literatury (5). Abstrakta publikovana ve shornicich z domécich 1 mezindrodnich sjezdl
v letech 2002-2007 (celkem 17) uvédi autorka v autoreferdtu (Summary of Ph.D. Thesis),
ktery odpovidd poZadovanému &lenéni, ma 27 stran a vedle anglického textu obsahuje takeé
jednostrankovy abstrakt v Cestin® na zalatku autoreferatu a vydet publikaci na koncis
specifikovany na ty, které tvoii podklad disertace, a publikace ostatni. Formélni tiroved prace
i autoreferdtu je na vynikajict trovni, text je témet bezchybny a angli¢tina dokonala.

Zkoumanym objektem disertadni prace je jednobunény, anaerobni, obligatorni a
vnitrobundény parazit (anaerobni protist) Crypfosporidium parvum (C.parvum) s dosud
nedofeSenym piesnym taxonomickym zafazenim a velmi chudou enzymovou vybavou, kiery
si opatiuje energii za anaerobnich podminek pouze z glykolyzy. Zajimavé je v8ak piitomnost
reliktnich mitochondrii u tohoto eukaryonta. Nepochybné je jeho zafazeni do kmene
Apicomplexa. Muze infikovat hospodarska zvitata i Sloveka . C. parvum se vyskytyje typicky
v Dvrops, C. hominis pfevafuje na jinych kontinentech. Clovek se viak mize infikovat takeé
od zvitat kryptosporidiemi specializovanymi pro razné Fivodigné druhy. U zdravych jedincil
vyvold parazit ngkdy akutnf prijem, avSak u jedinct s oslabenou imunitou, napf. u
nemocnych infikovangch HIV (syndrom ziskané imunodeficience — AIDS), je Castou
priginou tmrti z profuznich prijmd, dehydratace a selundérni infekce. Vzhledem k chudé
metabolické vybavé tohoto obligatorniho parazita existuje jen velmi omezeny rozsah
mo¥nosti efektivniho zésahu cytostatiky, anthelmintiky , antibiotiky chemoterapeutiky a
desifekénimi prostredky, takZe dosud neexistuje Gitinnd, cilena, specificka terapie a prevence,
a proto je volba tématu a snaha bliZe objasnit metabolické zvlastnosti tohoto parazita vysoce
aktudlni. C. parvum se miZe reprodukovat asexudlng i sexualng uvnitf enterocytu hostitelské
buiiky téhoZ jedince. Infekee je zahdjena internalizaci sporozoitll, uvolnénych v lumen
tenkého stieva z poZitych zralych sporulujicich tlustosténnych oocyst, do enterocytil. Tento
proces je zab4jen interakei sporozoitil kartddovym lemem enterocytl. Vedle infekce z poZité
vody, potravy atd. existuje i cyklus autoinfekce, kdy tenkosténné ooysty uvoliiuji sporozoity




uvpitt gastrointestinalniho traktu téhoz hostitele. Molekuldrné genetickd analyza tohoto
parazita vedla k rozlustend jeho jaderngho genomu v 1. 2004 (Abrahamsen et al.)

Nézev préce implikuje, Ze pojedndva o trech enzymech u C. parvum, které by mohly
byt kandidaty specifického zésahu pro nova léiva V ahstraktech na str. 1 a 2 thez
(autoreferatu) se dokonce mluvi o trech nepostradatelnych (essential) enzymech. Tyto
formulace jsou pondkud zavadjici, protoze u dvou =z kandidatnich enzymu, .
pyruvét:NADP+—oxidoreduktasy (PNO) a Fe-hydrogenasy, resp. produktu odpovidajiciho
expresi tzv. NARF-like genu, autorka enzymovou aktivitu ve sporozoitech nedokézala, a
nejasn4 je i funkce téchto nalezenych gend, takZe 1ze sz mluvit o jejich nepostradatelnosti.
MiuiZe jit o evoluéni relikty.

Produkt PNO genu se zdal vhodnym kandidatem pro sledovéni mozného
specifického farmakologického ovlivnéni, protoZe uvedeny gen predstavuje raritnd fizi dvou
domén, N-termindlni pyruvét:ferredoxinoxidoredﬂctasové domény PFO (exprimujici Fe-S
protein) a C-terminalni NADPH-cytochrom P450 reduktasové domény CPR (exprimujici
flavodoprotein). Tato raritni fize byla dosud nalezena pouze U fakultativng anaerobniho
fotosyntezujictho protista Euglena gracilis (E.gracilis) a déle pravé také u anaerobniho
protista C. parvim. U E. gracilis ma exprimovany enzym funkei dekarboxylace pyruvatu na
acetyl-CoA za anaerobnich podminek a je lokalizovén v mitochondriich stejné  jako
pyruvatdehydrogenasa EC 124.1 (PDH), kterou zndme jako klasicky enzym aerobni
(oxidagnf) dekarboxylace aerobnich eukaryontl veeine gloveka. Vzhledem k pfitommosti
reliktnich mitochondrii u anaeroba C. parvum si viak autorka pravem poloZila otdzku
subcelularni Iokalizace exprimovaného proteinu.

Volba NARF-like genu byla vyvolana z¥ejmé ptedpokladem moZné fylogeneticke

pifbuznosti s geny Ppro [Fe]-hydrogenasy charakteristické pro hydrogenosomy, typické

organely nékterych anaerobnich protistil. Do skupiny anacrobnich organismt C. parvum take
patii.
Tfetim enzymem byla zvolena S-adenosylhomocysteinhydrolasa EC 33.11

(SAHH), coZ je ubikvitérn{ enzym metabolismu sirnych aminokyselin, zejména methioninus..

kiery $t&pi hydrolyticky S-adenosyl-L-homocystein na I-homocystein a adenosin. U tohoto
enzymu by kaZdy terapeuticky sésah oviem znamenal i moZny zésah do metabolismu
hostitele, nelze viak vyloutit strukturni odlitnosti od enzymu lidského. Proto autorka
pripravila se spolupracovniky rekombinantni enzym C. parvum klonovanim odpovidajictho
genuv E. coli a testovala na ném inhibiéaf G¢inek alifatickych adenosinovych strukturnich
analogl, které ji poskytl prof. RNDr. Antonin Holy, DrSc. 7 Ustavu organické chemie a
biochemie AV CR. V experimentech dosud nepublikovanych, kter¢ za¥adila na konec prace,
testovala také uvedené analogy jako inhibitory rastu €. parvum in Vitro na lidskych
kultivovanych buiikdch HCT-8 infikovanych parazitem.

Pourité metody tvofi Sirokou paletu soutasnych  modernich technik
mikrobiologickych, molekularné genetickych, technik proteinové chemie, enzymologie a
mikroskopie, Prace udivuje svoji metodickou ¥iii a naroénosti na laboratorni a technicke
vybavent, k SemuZ jist pfispéla i i&ast zahraniénich pracovist na fedent predloZené disertace,
zejména v USA, na nich? antorka méla moZnost pracovat jako stipendistka Fogarty
International Center, a to zejmeéna ve Wadsworth Center v Albany, N.Y., jehoZ 2 pracovnici
jsou také spoluautory predlozenych publikaci, a na Texas A&M University. Z pfedloZene
disertace neni patrno, které postupy autorka vyuzivala na doméacim 2 které na zahraniénim
pracoviti, a lze si jen piat, aby ziskane poznatky v néroénych metodach mohla VyuZit v co
nej&ir§i mife na svych soutasnych pracovidtichna 1. LEUK a v AV CR.

72 nové poznatky vyplyvajici z disertace mo¥no oznadit zejmena tyto:

1) PNOu C. parvum je cytosolovy protein, nikoli mitochondrialni jako u E. gracilis,




neni lokalizovan v reliktnich mitochondriich, byl viak lokalizovan také v krystaloidnim

t&lisku, coZ bylo dokazdno konfokdlni mikroskopickou imunolokalizaci a transmisni

elektronovou mikroskopiii (TEM) pomoci protilatek znacenych koloidnim zlatem.

2) Ve spolupréci s daldimi spolupracovniky vedenymi Dr.Frantiskem Stejskalem byla urCena

nukleotidovd sekvence klonovaného NARF-like genu u C. parvum a srovndvaci

fylogenetickou analyzou zjist&no, Ze predpokladany exprimovany protein méa vétsi podobnost

s NARF-like geny aerobmich protisth a vy¥ich eukaryontnich organism® ne% s [Fe]-

hydrogenasami anaerobnich protistlt a bakterif.

3) Klonovany a exprimovany genovy fragment SAHH C. parvum se lisi podstatné od

homologni SAHH savel i protistl v tom, Ze obsahuje inserci 49 aminokyselin typickou pro

rostliny. Rekombinantni enzym byl purifikovan a zjité&no, Ze jde o tetramer podobé jako u

SAHII jinych organismi. Byly stanoveny jeho kinetické charakteristiky a dokdzana inhibiéni

tdinnost 3 alifatickych adenosinovych strukturnich analogl ziskanych od prof. Holého, a to

jak u izolovaného rekombinantniho enzymu, tak in vitro inhibici ristu C. parvum v kultufe
infikovanych lidskych bungk HCT-8. Jake vhodni kandiddti pro daldf vyvoj cilené
chemoterapie kryptosporidiosy se ukéazaly zejména (S)-9-(2,3-dihydroxypropyl)adenin a (&)-
9-(2,3-dihydroxypropyl)adenin. '

K uvedené disertaci bych si dovolil nékolik poznamek:

1) Znatn4 &4st prace je vénovéana metabolismu a enzymtm C. parvum. Prace viak obsahuje
jen jedno metabolické schéma pfem#n S-adenosylmethioninu na str. 55 bez pfistusnych
chemickych struktur hlavnich reprezentantd, neobsahuje ani jednu WUplnou rovnici
klitovych enzymovych reakel a ani jeden chemicky vzorec, a to ani u testovanych
inhibitorfi. U vybranych enzymt nebyl proveden ani jeden pokus o klasifikaci podle IUB
pfesto, Ze napf. ndzev S-adenosylhomocysteinhydrelasa je dvojznatny a miiZe znamenat
enzym EC 3.3.1.1, o ktery v této préci jde, ale také enzym EC 3.2.2.9, ktery hydrolyzou
uvoliiuje ze stejného substratu nikoli adenosin, nybr# adenin. Jde tedy o jakousi biochemii
bez chemie, co? klade na Stenafe velké ndroky na pfedstavivost.

2) Ke sir. 2 disertace. Prvni, kdo upozornili na p¥buznost Cryptosporidia spiSe se tfidou

Gregarina neZ Coccidia byli vr. 1999 Carreno a spol. v Parasitol.Res. 85, §99-904.

3) Préace obsahuje nékteré terminologické nepfesnosti. Tetramerni struktura enzymu SAHH
neni proteinovou strukturou terciarni, jak je nespravné uvedeno v disertaci na str. 68 a
v autoreferdtu na str. 14, nybrz strukturou kvarterni, jak je spravné uvedeno v publikaci na
str. 108. V seznamu zkratek na str. VIII chybi zkratka ORF (open reading frame) uvadénd
na str. 49 disertace. Na str. 25 dole spermin nenf triamin. Na str. 24 se mluvi se mluvi o
transportu nukleovych kyselin od hostitele k parazitu, autorka méla ziejm€ na mysli
purinové a pyrimidinové bdze. Na str. 22 uprostfed je v zdvorce uvedena Eschericha coli,
spravné oviem Escherichia a zévorka patf{ logicky o fadku zpdt za ,facultatively
anaerobic eubacteria®. Na str. 61 dole se mluvi o poméru (ratio) hodnot Cr, avSak rovnice
v zavorce vyjadiuje rozdil. Na str. 10 nahofe : Anglie je soutdsti Evropy. Na str. 11
autoreferdtu : spravné discussion, nikoli disscussion (v préci spravng). Na str. XIII
disertace se 2x vyskytuje nespravné pruvate misto pyruvate. Na str. 113 uprostfed: The
Fund (nikoli Fond) a Innovations (nikoli Inovations). Jinak znovu zdtraziiuji, Ze vé€cnych
a pravopisnych chyb je minimalng a angli¢tina je velmi pe€liva.

Autorce bych rad polozil nekolik otazek:

1) Autorce se nepodafilo stanovit enzymovou aktivitu PNO ve sporozoitech C.parvum,
piestoZe je piisludny protein u tohoto organismu exprimovan. Je to zplsobeno tim, Ze jeho
malé mnoZstvi ve sporozoitech je pod drovni detekce a Ze by bylo mozno dosdhnout
lepsich vysledkd nginnym kultivadnim systémem tohoto parazita in vitro, jak autorka
naznaduje na str. 41 disertace ? Jinou moZnosti by mohlo byt, Ze podminkou plsobeni
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enzymu je membrénova lokalizace a Ze tomuto proteinu chybi vodici sekvence pro tuto
lokalizaci nap¥. v reliktnich mitochondriich.

2) ProtoZe enzymova vybava tohoto obligatorntho parazita je velmi chuda, nebylo by
vhodn&j§i zaméfit se ve snaze o nalezeni G¢inne terapic na proces interakce sporozoitu
s membranovymi glykoproteiny a glykolipidy kartadového lemu enterocytu 7

3) Autorka méla b&hem svych Eetnych zahranitnich stz pHleZitost sezndmit se s fadou
modernich, &asto i ekonomicky néro¥nych metod a technik. Kterc z nich by nemohla
v soudasnosti uplatnit na domdacich pracovitich a bylo by je vhodné piednostnd zavést at’
uZ na 1. LF nebo v Biotechnologickém tistavu AV CR ?

4) Nakonec se vnucuje od samého potatku otdzka, pro¢ autorka zvolila ke své obhajobé
prévé oborovou radu fyziologie a patofyziologie ¢lovéka 7 Patofyziologii
kryprosporidiosy jsou v praci vénovany pouze dvé stranky teoretického tvodu (str. 15 a !
16). Prace vznikala na parazitologickych pracovi§tich, $kolitelé jsou infekcionistka a ’
parazitolog a préce, o které se disertace opird, byly publikovany v mikrobiologickych
Basopisech.

Zavér:
Predlozens disertace svym obsahem, zpracovéanim a zna&nou metodickou nérotnosti zasahuje
do oborl parazitologie, molekuldrni genetiky, biochemic a mikroskopie. Piesahuje zdaleka
poZadované néroky kladené na doktorske disertadni préce, prfina§l Cetné nové poznatky a
ukézala, Ze si autorka pouZité modemi metody a postupy osvojila a Ze je schopna je déle
rozvijet. Disertadni préce tedy prokazuje pfedpoklady autorky k samostainé tvofivé védecke
préci, a proto navrhuji, aby ji byl po fispeine obhajobé udélen titul

doktor (ve zkratce Ph.D. za jménem).

Praha, 27. srpna 2008. i
P,rof. MUDr. Jiti Kraml, DrSc. : ;
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