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Mgr. Martina Hrabinova vypracovala svou disertani praci na Katedfe toxikologie a vojenské
farmacie a na Katedfe molekularni patologie a biologie Fakulty vojenského zdravotnictvi
Univerzity obrany (FVZ UO).

Tématem prace studentky byl vyvoj in vitro metod pro hodnoceni latek ovlivitujicich CNS a
vyvoj expresnich systéml pro produkci enzymil, vyuzivanych v ramci tohoto testovani. Prace
studentky svym obsahem napliiuje schvalené téma.

Cilem disertatni prace bylo zavedeni produkce lidskych rekombinantnich enzymii
betasekretasy (BACE1, EC 3.4.23.46), acetylcholinesterasy (AChE, EC 3.1.1.7) a
butyrylcholinesterasy (BChE, EC 3.1.1.8). Dil¢imi cili prace bylo zavedeni a validace produkce
lidskych proteinit BACE1, AChE a BChE ve vhodném expresnim systému a optimalizace izolace
aktivni lidské rekombinantni BACE1 zbunék. Déale byla dil¢im cilem validace purifikace
uvedenych produkovanych proteint, jejich charakterizace pomoci ureni Cistoty, identifikace
proteinu protilatkou, stanoveni koncentrace, stanoveni aktivity, uréeni kinetickych konstant a uréeni
hodnoty IC50 pro selektivni inhibitory jednotlivych proteind. Usp&$nou produkei enzymd, vyvojem
a ovéfenim uvedenych metod a ziskanim experimentalnich dat charakterizujicich jednotlivé
proteiny studentka splnila vytycené cile své disertacni prace.

Pro feSeni prace byl validovan protokol pro kultivaci Expi293F bungk nutnych k expresi
proteinu. Za ucelem pfipravy rekombinantnich enzymi byly optimalizovany a validovany
jednotlivé kroky exprese a purifikace v téchto buiikach. Pro BACE1 bylo nutné vyvinout metodu
pro jeji izolaci zbunék. Byly validovany a optimalizovany metody pro izolaci a purifikaci
exprimovanych enzymt a pro kazdy enzym zaveden specificky purifika¢ni protokol na bazi afinitni
chromatografie. Po purifikaci enzym@ byla provedena identifikace proteinii s pouZitim gelové
elektroforézy. Identita rekombinantniho proteinu byla potvrzena metodou western blot pomoci
protilatky. U kazdého enzymu bylo provedeno hodnoceni kinetickych vlastnosti stanovenim
specifické aktivity, hodnoty K,, a ICsp pro jejich selektivni inhibitor. Zvolené metody
korespondovaly svymezenymi cili price a vsouladu se soudobymi literdrnimi prameny.
Matematické zpracovani naméfenych dat bylo provedeno odpovidajicim zplsobem a umoZnilo
ziskéni dat, popisujicich biochemické vlastnosti pfipravenych enzymd.

Zaveéry prace jsou v souladu s provedenymi experimenty a ziskanymi daty. Studentce se
usp&sné podafilo pomoci vyvinutych metod produkovat rekombinantni lidské enzymy BACEI],



AChE a BChE. Byla ovéfena jejich identita a zjistény zakladni biochemické parametry. Byla tak
potvrzena funk¢nost vyvinutych expresnich systémti a metod pro hodnoceni latek modulujicich
jejich aktivitu.

Pfinosem préace je zavedeni produkce rekombinantni lidské BACE1, AChE a BChE a metod
pro hodnoceni téchto enzymi a jejich inhibitord na pracovisti Katedry toxikologie a vojenské
farmacie FVZ UO. Dostupnost téchto enzymu diky jejich vlastni produkci predstavuje vyraznou
finanéni Usporu v porovnani s ndkupem od komercnich dodavatelii. Produkované enzymy maji
zaroveni oproti komerénim enzymim od rtianych dodavatelti relativné uniformni vlastnosti
z pohledu aktivity 1 stability. Dostupnost enzymii na pracovisti usnadiiuje posuzovani nove
vyvijenych potencidlnich profylaktickych ¢i terapeutickych antidot otrav bojovymi chemickymi
latkami pro ACR na pracoviiti metodami in vitro pted jejich hodnocenim in vivo, &imz dochazi
k Zddoucimu omezeni pocétu experimenti vyuZivajicich laboratorni zvifata. Metody jsou téz
vyuZitelné pii vyvoji 1€¢iv neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba.

Studentka v pribehu pifipravy své disertaéni prace prokazala jak schopnost samostatné tvirci
¢innosti, tak i schopnost prace s odbornou literaturou a schopnost publikace ziskanych vysledki
v ramci védecké komunity. Pti vyvoji metod a provadeéni experimentl prokézala zruénost pii praci
v laboratofi a schopnost samostatného vyvoje biochemickych metod pro studium vlastnosti enzymu
a jejich inhibitort a taktéZ zpracovani a hodnoceni ziskanych dat. V roce 2015 byla hlavni
fesitelkou projektu specifického vyzkumu na téma ,,Exprese a purifikace lidského rekombinantniho
proteinu beta-sekretasy (BACE 1) a vyvoj kolorimetrické metody pro stanoveni jeji aktivity*, na
ktery navazala v roce 2018 projektem s ndzvem ,,Izolace a purifikace beta-sekretasy (BACE 1) z
bunécné matrice a vyvoj kolorimetrické metody pro stanoveni jeji aktivity*. V prib&hu studia byla
feditelkou nékolika daldich projekti AZV a GA CR. Své znalosti pribézné zvySovala udasti na
seminafich a kurzech s tématikou své dizertacni prace. Ziskané vysledky prezentovala na fade
tuzemskych i zahrani¢nich odbornych sympozii formou postert ¢i ptednasek. Je hlavni autorkou
dvou a spoluautorkou patnacti praci v Casopisech simpakt faktorem, na kterych se podilela
v pribéhu studia. K datu vypracovéani posudku studentka dosdhla diky dlouholetému zapojeni do
tvar¢i ¢innosti katedry vysokého H-indexu 19 s poétem 1018 citaci bez autocitaci dle Web of
Science.

Diserta¢ni prace spliiuje poZadavky na disertatni prace stanovené vnitinimi piedpisy
Univerzity obrany, jedna se o dilo ptivodni a napliiuyje formélni pozadavky stanovené Opatienim
rektora UO ¢. 3/2018.

Z vyse uvedenych divodi doporucuji disertaéni praci Mgr. Martiny Hrabinové k obhajobé.
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