Oponentsky posudek disertaéni price Dany DOUDEROVE ,,Structural-function

correlations of hydroxymethylnilane synthase®

Disertaéni prace Dany Doudérové, rozené Ulbrichové, se zabyva vysoce aktudlni
problematikou, kterda vyznamné pfispivd k rozvoji nékolika biomedicinckych védnich
disciplin. Konkrétn& predeviim biochemie a molekularni biologie. Disertaéni prace se zabyva
poznanim genetickych zmén (mutaci v DNA) jednoho z kli¢ovych enzymi biosynthesy hemu,
hydroxymethylbilan synthasy (HMBS), u pacienti trpicich akutni intermitentni porfyrii (AIP).
Tato choroba, fazend mezi akutni jaterni porfyriie, je totiz u pacientl zpisobena niZsi
aktivitou uvedeného enzymu. Zajimavou skuteCnosti pak je, Ze genetické zmény v genu
HMBS jsou ndsobné a je stale diskutabilni, které znich jsou pro chorobu stéZejni.
Pochopitelné je, Ze podstatna pro pacienty trpici AIP (a jejich blizké pfibuzné) je vasna
diagnostika choroby. Dosud pouZivané metody jsou viak ponékud nédroéné a ne vidy
dostateéné sensitivni. Molekuldrni analysa DNA pacientd trpicich AIP (DNA diagnostika),
kterd byla zvolena pro detekei genetickych zmén v genu HMBS jiZz dfive v pisemnictvi
uvedenych &i origindlné poznanych mutaci v genu tohoto enzymu, je metodou pro identifikaci
potenciéilnich pacientdl navysost vhodnou. V prib&éhu vypracovavani disertaéni prace byla
navic Gsp&$né pouzita (vyvinuta) metoda nové generace, jmenovité metoda ,,High-resolution
melting® (HRM). Ta vyznamné zvySuje citlivost a sniZuje ¢asovou i finanéni naroénost
diagnostiky. Prace kolegyné Doudérové navic nezlstavd pouze na urovni sledovani mutaci
DNA v genu enzymu, zabyvd se téZ podstatou zmén v proteinové struktufe (a nasledné i
enzymové aktivité) HMBS. Jedna se tedy o vysoce komplexni studii na Spickové svétové
urovni. O tom téz vypovida mezindrodni ramec tymu, ktery na studii, jez kolegyné Doudéroveé
v disertaCni praci presentuje, participoval. Disertace byla vypracovédna nejen v laboratofich 1.
Lékai'ské fakulty University Karlovy v Praze, ale i za souc¢innosti laboratofi fady védeckych
instituci Slovenskeé republiky, USA, Indie, Svycarska a Izraele.
Védecka prace D. Doudérové byla konkrétné zameéfena na testovani genetickych zmén
v genu HMBS pacientl z rozli¢nych koutii svéta (napt. Indie, Slovenska republika, Izrael) a
po pozniani novych, dosud nepopsanych mutaci v genu tohoto enzymu pfipravila
v prokaryotickém expresnich systému proteiny mutovanych enzymd. Ty pak charakterizovala
pomoci strukturnich analys a enzymové-kinetickych studii. Objem experimentdlni prace
kolegyné Doudérové je obdivuhodny.
Vyznam vysledkt ziskanych v priibéhu vypracovani disertaéni prace podtrhuje usp&snost

publika¢nich aktivit Dany Doudérové. Vysledky price byly publikovany v Sesti ptivodnich




védeckych praci v Easopisech s vybornymi hodnotami impaktového faktoru. Rukopis dalsi
publikace je piipraven k odeslani. Dana Doudérova je prvni autorkou ve tfech publikovanych
praci, vjedné je prvou autorkou spolu sdal§im pracovnikem (X. Schneider-Yin).
Spoluautorkou je rovnéz na jedné publikaci identifikujici nové mutace a na dvou takovychto
reportech zaslanych k publikaci. Vysledky prace tedy proSly celou fadou naroénych
recensnich fizeni a neni k nim téméf co dodat. To vSe ilustruje, Ze kolegyné Doudérova
dosahla skute¢n& uctyhodnych vysledkd, a Ze zvolené téma disertacni price ji fedené je
opravdu aktudlni.

Z disertaéni préce je patrné, Ze autorka je velmi zdatnou experimentatorkou, ktera ovlada
Sirokou paletu experimentalnich metod uZivanych ve §pickovém vyzkumu. Vysoka metodicka
urovenl experimentdlni prace pak byla zarukou pro ziskdni hodnotnych vysledki, které
vyznamné rozvijeji zékladni teoretické poznani. Vysledky diserta¢ni prace Dany Doudérové,
dle mého nazoru, plné odpovidaji vytéenym cilim. Prace pfinasi piivodni védecké vysledky,
které byly, jak jiz bylo uvedeno, publikovany. Z prace je zcela patrné, Ze autorka pracovala
v badatelskych tymech svétové 3pickové védecké tirovné, coZ tvoii vyznamny pfedpoklad i
pro jeji dalsi odborny riist.

Disertaéni prace Dany Doudérove sestavajici z textu ¢itajiciho 64 stran a pfiloh publikaci
jiz uvefejnénych ¢i k publikaci zaslanych, je jak po strance formalni tak i obsahové velmi
pékné vypravena. Je psana v angli¢ting, coz bylo nutné vzhledem k mezinarodnimu ramci
jejiho doktorského studia. I kdyZ jiz vysledky byly vétSinou publikovany, je psdna témeéf
klasickym zptisobem, pouZivanym pro doktorské disertacni prace (Uvod, Vysledky a diskuse
a Zavér). Metodicka ¢4st neni presentovana, nebot’ je detailné popsana v publikacich tvoficich
pfilohy prace. Ziskané vysledky jsou v disertacni praci adekvatné hodnoceny a tvoii vysoce
hodnotny zaklad pro rozvoj védeckého badani v této oblasti i do budoucnosti. Pro piehlednost
rukopisu bych preferovala uvedeni citované literatury hned za tvodni ¢ast prace, ne jako
posledni &ast rukopisu. To vSak nijak nesniZzuje vysokou uroveii a hodnotu rukopisu disertace.

K pridci mam néasledujici dotazy, které slouzi piedeviim jako podklad pro naslednou
diskusi.:

1) Je mozZné posoudit, které z vice jak 300 mutaci v genu HMBS jsou stéZejni pro zménu

v enzymové aktivité enzymu provazejici akutni intermitentni porfyrii (AIP)?
2) Mutanty proteinu enzymu HMBS byly exprimovéany v prokaryotickém modelu £. coli.

V &em spatiujete vyhody a nevyhody tohoto modelu?
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3) Je jasné, Ze struktura a funkce mutovanych enzymi v lidském organismu nejsou
znamy. Piesto by mé zajimalo jak vysokou korelaci pfedpokladate ve strukufe a funkci

(aktivitd) proteint téchto enzymi exprimovanych v £. coli s enzymy pacienti?

Zavér

Disertaéni prace Dany Doudérové je vynikajici védeckou praci. Dle mého ndzoru prace
rozhodné spliluje poZzadavky kladené na disertacni prace obdobného typu. Piinasi plivodni
védecké vysledky, které jiz také byly publikovany. Praci plné doporuéuji k pfijeti k obhajobé.
Doporuéuji rovnéz, aby byl po tispé§né obhajobé piedlozené prace Dany Doudérové pfiznan

védecky titul Ph.D.
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