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Oponentsky posudek na dizerta¢ni praci Mgr. Adama Skarky

“Ucast membrdnové vazanych enzymit v metabolismu xenobiotik u clovéka“

Prace se vénuje studiu membranové vazanych enzymi a jejich ucasti v biotranformaci
xenobiotik. Cilem prace bylo izolovat a purifikovat doposud nepopsany enzym ze skupiny

mikrosomalnich karbonyl reduktaz, ktery se vyznacuje typickou stereospecifitou.

Prace je ptehledné a logicky ¢lenéna, v ivodu autor vysvétluje v jakém kontextu se jeho
vyzkum zabyvajici se membrdnové vazanymi karbonyl reduktizami nachdzi a struc¢né
charakterizuje obé faze biotransformace xenobiotik v lidském organismu. Zcela logicky se
autor Vv teoretické casti nejvice vénoval dostupnym informacim o enzymech katalyzujicich
redukci karbonylové skupiny. Autor se ve své praci zaméfil hlavné na aldo-keto reduktazy a
jejich tUcast pfi biotransformaci vybranych xenobiotik. V posledni €éasti autor struc¢né
charakterizuje separa¢ni metody, které lze s ispéchem pouzit pro izolaci mikrosomalnich

enzymu.

Ackoliv se zda, Ze je to prace monotématicka, jedna se o velice rozsahlou problematiku,
kde dizertant musi prokazat Siroké znalosti nejen z oboru enzymologie, ale i klinické
biochemie, farmakochemie, cytologie a fyziologie, coz dokladuje i1 rozsahla literatura, na
Kterou autor v dizertacni praci odkazuje. V praci je citovano celkem 201 literarnich odkazi.
Komplexni pohled na problematiku enzymii ucastnicich se biotransformace xenobiotik
nechybél ani pti hodnoceni a diskuzi vlastnich vysledku.

Prace je graficky i1 formalng velice dobte a peclivé zpracovand, coZ mne, jako oponentovi
usnadiiuje praci a mohu se nerusené soustiedit na obsahovou stranku dizertacni prace. Obcas
jsem narazila na chybéjici mezeru mezi ¢islem a mérnou jednotkou. Zaskocilo mne

vyjadfovani aktivity enzymu vyrazem ,,0,35 jednotek* misto uznavané zkratky U nebo 1U.

Cile prace byly definovany. Celd prace sméfovala k izolaci a charakterizaci nového
enzymu patficiho do skupiny AKR. Dizertant musel prakticky zvladnout nejen metody
stanoveni aktivit enzymu, jejich stereospecificity a dalSich kinetickych parametri, ale musel

si osvojit 1 metody izolace a purifikace bioaktivnich latek spolu s jejich detekci a kvantifikaci
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Vv eluovanych frakcich. Optimalizovany postup izolace zaloZeny na 3 vzajemné propojenych
separacnich krocich byl velice efektivni a z hlediska rutinni aplikace velice perspektivni.
Skoda, Ze se v zavéru nepodafilo ziskat dostateéné mnoZstvi enzymu ke strukturni analyze

pomoci hmotnostni spektrometrie.

K vlastnimu textu prace mam par pfipominek.

K solubilizaci mikrozoma jste pouzil jako detergent Triton X100, pro¢ pravé tento
detergent a v té¢ konkrétni koncentraci? Zkousel jste béhem optimalizace postupu i jiné typy
detergentt, jak dokladuje obrazek 8, mizete vysvétlit pribéh namétenych kiivek? Diskuze je
zde velice strucnd, ackoliv se jedna o vyznamnou cast Vasi prace, jak sam uvadite v zavéru.
Jaké znate skupiny detergentli, jak je délime a co znamend termin kritickd micelarni
koncentrace?

Kapitola 3. 7. — jaky standard jste pouzil pro vytvoreni kalibra¢ni zavislosti a stanoveni
mnozstvi proteinu ve vzorku? Je pouziti doporuc¢ovaného proteinu BSA v tomto piipadé
vhodné, jestlize ano, za jakych podminek?

Pfi Cteni teoretické ¢asti mne v nékterych pasazich zarazilo, Zze kdyz dizertant popisuje
zpusob biotransformace xenobiotik a ti¢ast vybranych enzymii konkrétné¢ u enzymu NADPH-
chinonreduktazy (str. 18), tak se odkazuje na literaturu z roku 2007. Opravdu jsou tyto
informace zndmy tak kratce?

V tabulce ¢. 13 autor uvadi, ze jsou tu¢né¢ oznaceny reduktazy, u kterych byl doposud
popsan vliv na metabolismus xenobiotik. Oznacen tu¢né je ale pouze 1 enzym SDR26CI.
Opravdu neni u zadnych dalSich enzymi zminénych v tabulce zapojeni do metabolismu

xenobiotik znamo?

V ramci oteviené diskuze bych rada slySela ndzor dizertanta na nasledujici otazky:

e Vtabulce 2 na strané¢ 13 mne zaujala informace, Ze induktorem cytochromoxiddz
CYP1 je maso grilované na dievéném uhli. MlZete mi dizertant konkrétné uvést, o

jakeé latky indukujici aktivitu enzymu se jedna?

e Dovolim si jednu celkem piedpokladanou otazku. Pro¢ jste pouZil pro ziskani enzymu
Vv dostatecné Cistote klasické metody zaloZené na fyzikalné-chemickych principech a
nepouzil jste metodu zaloZenou na principu molekulového rozpoznavani? Metodu
afinitni chromatografie jste v pfehledu separacnich metod zminil. Jeji vyhody tedy
znate. Pfi izolaci enzymu se pouzivaji rizné ligandy, mohl byste uvést, jaké ligandy

byste navrhl pro izolaci hledané karbonyl reduktazy?



e Jedna otazka bude Cisté metodicka. Na strané¢ 72 mate obrazek 17, SDS-PAGE
analyzu ziskanych frakci po izolaci enzymu. Gel obsahuje separované proteiny, kde
1ze urcit jejich molekulovou hmotnost. Piesto separace neprob¢hla tplné v poradku a
izolované proteiny — prouzky - jsou deformované napti¢ sméru separace. Dokazete

vysvétlit pficinu rozmyvani prouzka?

Z predlozeného textu dizertani prace jasn€ vyplyva, ze dizertant ma v daném oboru
rozsahlé teoretické 1 praktické znalosti. O kvalité a vyznamnosti dosaZenych vysledki svéd¢i
3 hodnotné publikace v prestiznich mezinarodnich casopisech (napt. IF 3,47 nebo 3,06).
Dizertant je u dvou praci druhym autorem, u jedné publikace je autorem prvnim. Tak jak je
uvedeno vV piehledu, vysledky své prace student prezentoval také na mezinarodnich

konferencich formou postert.

Zavérem bych chtéla konstatovat, Ze ptedlozena prace plné dokladuje schopnost autora
reSit slozit¢ védecké problémy, vyuzivat nejmodernéj$i postupy a metodické pfistupy a

tvarcim zptisobem vyvijet nové. Dizertant splnil cile vyt¢ené v rdmci dizertacni prace.

Vzhledem k vySe uvedenému doporucuji prijeti prace k obhajobé a po tspé$ném
obhéijeni i udéleni titulu Ph.D.

V Pardubicich dne 23. srpna 2012
doc. RNDr. Zuzana Bilkova, Ph.D.

Univerzita Pardubice, FCHT
Katedra biologickych a biochemickych véd



