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Posudek na diserta¢ni praci Mgr. Lucie ékarydové

Posuzovana disertatni prace Mgr. Lucie Skarydové, nazvana ,,Role reduktas v nidorovém
onemocnéni“, je koncipovana jako ucelené v&decké dilo, které je predepsanym zplisobem
Clenéno a obsahuje vSechny zivazné oddily. Jedna se o prezentaci piivodnich védeckych
vysledkii, které se staly podkladem pro dvé publikace v impaktovanych mezinarodnich
periodicich se souhrnnym impaktnim faktorem 5,913.

Prace obsahuje 92 stran textu v&etn& piehledu 153 pouzitych literarnich odkazfi, V pfilohach
jsou kromé& dopliiyjicich tabulek a schémat predevim 2 reprinty uvefejnénych Elankd a
odkazy na 2 manuskripty v pipravs, které se vztahuji ke studovanému tématu. Autorka praci
az na nékolik formalnich opomenuti a chyb celkem peélivé sepsala a prehledng rozélenila na
tyto Casti: Pfehled do soucasného stavu problematiky (30 stran), jehoZ soudasti je konkrétné
formulovany Cil price, Experimentalni &ast (13 stran), Vysledkovou &4st kombinovanou
s Diskusi (22 stran) a Souhrn v Seském a anglickém jazyce. Velmi pozitivné 1ze hodnotit, Ze
se autorce podafilo vysledky vyzkumu uvefejnit v impaktovanych mezinérodnich &asopisech
a navic i to, Ze disertantka je v obou pfipadech prvym autorem.

Uvodni literdrni ptehled, oznaCeny jako Teoretickd &ast, logicky setfidénymi informacemi
¢tivou formou étenafe uvadi do problematiky klasifikace karbonylreduktas, jejich komplexni
ulohy u Zivo€ichi a ugasti jednotlivych enzymi na metabolismu endogennich a cizorodych
slou¢enin. Autorka se soustfed’uje na problematiku karcinogenese a podrobné se proto zabyva
roli jednotlivych karbonylreduktas predevim pii ovlivnéni procesu proliferace nadorovych
bun€k. Vhodné je pfi¢lenén i oddil shrnujici poznatky o redukénim metabolismu nékolika
vybranych cytostatik. ProtoZe je oblast ulohy karbonylreduktas zejména v procesu
karcinogenese u ¢lovéka dosud jen nedostatetné probadana, zvolila si autorka prave tuto
problematiku za cil své diserta&ni prace.

Experimentdlni €ast obsahuje vysledky dvou elegantnich studii zméfenych na lidské
karbonylreduktasy. Prva studie rozpracovava problematiku inhibice rekombinantni
karbonylreduktasy AKRIC3 dvaceti vybranymi flavonoidy a nékolika dal3imi
fytochemikaliemi. S pouZitim modelového substratu AKR1C3, oracinu, se autorce podafilo
vytipovat neju€innéjsi inhibitory a pro n& uréit hodnoty IC50. Nejnizsi hodnoty vykazovaly
prekvapivé zastupci riiznych skupin flavonoidnich slougenin: 2’-hydroxyflavanon, naringenin
a 7-hydroxyflavon. Inhibiéni schopnost 2’-hydroxyflavanonu pfeduréuje tuto slouéeninu
pro daldi vyzkum z pohledu jejiho vyuziti jako potencidlniho 1é¢iva. Druha studie vychazela
z velmi redlného predpokladu existence dal§i mikrosomalni karbonylreduktasy schopné, na




rozdil od jiZ identifikované 11B-HSD1, preferencné metabolizovat oracin na (+)-enantiomer
11-dihydrooracin. Autorka dokumentuje naroéné hledani postupu pro izolaci predpokladané
karbonylreduktasy ze vzorki lidskych jater, véetné optimalizanich pokusi, az po snahu o
komplexni charakterizaci této reduktasy. Vhodné zvolenou metodou solubilizace mikrosomu
v kombinaci s dvéma chromatografickymi purifikaénimi kroky se podafilo piipravit preparat
s vysokou specifickou reduktasovou aktivitou pro tvorbu (+)-enantiomeru 11-dihydrooracinu
a ten nasledn€ charakterizovat kinetickymi parametry Km a Vmax. Oviem i pfes veSkerou
snahu disertantka pii nejriiznéjSich provedenich PAGE nedokazala detekovat proteinovou
zonu s reduktasovou aktivitou a naplnit tak konefny zamér, kterym byla charakterizace
proteinu hmotnostni spektrometrii. Pfestoze se nepodafilo novou formu karbonylreduktasy
zeela identifikovat, Mgr. Lucie Skarydova i v druhou oblast vytSenou v cili préce velmi dobie
zvladla.

Jako v kazdé rozsahlejSi praci, tak i v pfedkladané disertaci se vyskytuje fada odbornych
nepiesnosti a opomenuti, jazykovych neobratnosti a formalnich nedostatkl, znichz si

[

K autorce mam nasledujici pfipominky a dotazy:

1. Prace je celkem peclivé a prehledné sepsana, ale doSlo k chybé v ¢islovani oddila, kdy
pocinaje oddilem ,.Experimentalni ¢ast®, jsou €isla o jednotku posunuta, coz neodpovida
udajim a odkaziim v textu ani v Obsahu.

2. Srozumitelnost prace ¢asto sniZzuje nadmeérné pouZzivani z angliétiny piejatych slovnich
spojeni a souslovi, ktera rozhodné lze preformulovat a vyjadfit éesky — napf. ,tabak-
specifického™ (str.7, 2.odst.zd., 4.1.), ,,zinek-dependentni* (str.13, 3.f.zd.), ,,redox aktivni
o-chinony* (str.25, 5.1.), ,.silver stain® (str.66., 2.0dst., 7.f.zd.) ¢ formulace na str.21, 2.f.
»aktivuje receptor aktivovany peroxisomovymi aktivitory*.

3. V biochemicky zaméfené praci se lze jen t€Zce smifit se zapisem — ,,metyl® i ,.etyl“ bez
,»th“, komolenim firemniho nazvu sitovaného agarosového gelu ,,Sepharose® a
nesystematickym oznaCovanim enzymi - zdvazna nomenklatura vyZaduje pouZzivat napf.
pro reduktasy format: ,,akceptor:donor elektronti oxidoreduktasa®.

4. V praci se vyskytuje fada nepfesnosti — napf. chybi tidaj o kationtech pouzivanych
fosfatovych pufrii (napf. str.36, 2.f.zd.), idaj o poétu jednotek enzymu Glc-6-P
dehydrogenasy v regeneraénim systému NADPH je nedostateCny bez udani objemu
reak&ni smési (str.39, 3.1.), neobvykle vysoké koncentrace glycinu, TRIS a SDS, uvadéné
pro slozeni elektrodového pufru, jsou ziejmé chybné (str.41,1.0dst.,5.f), limitni rychlost
enzymové reakce Vmax nemiZe byt uvadéna s rozmérem [mmol/30min/mg] (str.60,
obr.27).

5. Styl disertadni prace by mél piisobit podstatné odborngji (védedtéji) s minimem
emocionalnich a osobnich sdéleni a formulaci a s vyvarovanim se laboratorniho ,,slangu®.
Ani mnohanasobné opakovani stejnych faktli nepisobi dobfe, i kdyZ snahu o vytvareni
souhrnti a zobecnéni lze pozitivné hodnotit. Ocekaval bych, Ze Souhrn prace bude v
koncentrované formé& sumarizovat dosazené vysledky, nikoli pfipominat literarni piehled
kombinovany s diskusi.

6. Tvrzeni, Ze byla purifikovana nova lidska karbonylreduktasa (napf. str.74, 11.f.zd.), se
mné zda az pfili§ odvaZné, uvazime-li, Ze se dosud nepodafilo ptifadit nalezenou
reduktasovou aktivitu Zddnému proteinu. Pokud jiz tak nebylo uéinéno, doporu¢il bych
v této souvislosti zafadit jako moZny izolaéni krok, ktery by mohl odpovidajici enzym
specificky koncentrovat, afinitni chromatografii na 2°,5’-ADP-Sepharose, sorbentu
vhodném pro reduktasy vyuzivajici NADPH.




Dotazy:

1. 'V Teoretické Casti prace hovofite o aktivadni a inhibiéni tiloze steroidnich hormonii
v procesu karcinogenese. Mohou i metabolity steroidfi pisobit jako ,,ptima“ mutagenni
agens?

2. Porozumél jsem spravng, Ze ne viechny lidské SDR jsou skuteénymi reduktasami (str.10,
2.1.)? Jedna se o enzymy s jinou funkci &i zatim bez nalezené katalytické aktivity? MiZete
tuto zaleZitost detailng&ji vysvétlit?

3. 'V em se lidily pouzité chromatografické sorbenty na bazi matrice Sepharosy s
fenolickymi substituenty? Jaky parametr mohl zpiisobit to, Ze doslo k retenci reduktasové
aktivity jen na jednom z t&chto sorbentii?

4. Jako velmi uinné se z hlediska inhibice AKR1C3 ukazaly 2’-hydroxyflavanon,
naringenin a 7-hydroxyflavon. Je moZno na zékladé rozboru jejich struktur odvodit
obecngj3i pfedstavy o vyznamu pozic substituci a typu skeletu flavonoidu, které urcuji
inhibiéni chovéni? Jsou flavonoidy napt. AKR1C3 redukovéany?

5. MizZete bliZe specifikovat Vami pouZity postup ,,negativniho aktivitniho barveni® (asi
obdoba zymogramu) pfi PAGE purifikované karbonylreduktasy? O&ekaval bych, Ze
reduktasy prenaseji elektrony z donoru, napt. NADPH, na akceptor, kterym je v tomto
konkrétnim pfipadg tetrazoliovd modf a preméiiuji ji tak na nerozpustny formazan.

6. Souhlasim, Ze je velmi obtiZzné izolovat enzym, ktery je ur€en pouze uritym typem
metabolické aktivity. Nedalo by se na zéklad® predpokladu sekvenéni homologie s jinymi,
JiZ poznanymi formami karbonylreduktas, nalézt v jejich sekvencich spolecny
charakteristicky sekvenéni ,,pattern® a na jeho zdkladg pfipravit antipeptidové protilatky,
které by umoznily velmi citlivé monitorovat purifikaci neznamé karbonylreduktasy na
PAGE i bez nutnosti zaji§téni nedenaturujich podminek pro aktivitni testy? Existuje
néjaka homologni karbonylreduktasa s jiz vytesenou krystalovou strukturou?

Uvedena drobna opomenuti a ojedinglé formalni nedostatky nikterak nesnizuji kvalitu
predkladané prace.

Zavérem je moZno konstatovat, ze Mgr. Lucie Skarydova prokézala velmi dobrou orientaci ve
studované problematice a schopnost védecké prace, véetnd publikace ziskanych vysledki
v impaktovanych mezinarodnich &asopisech. P fefeni studované problematiky byly ziskany
origindlni vysledky poskytujici nové pohledy na lidské karbonylreduktasy. Tyto vysledky
jsou vyznamnym piinosem k vyzkumu enzymologie redukéniho metabolismu v souvislosti
s pfeménou 1é¢iv a karcinogend v lidském organismu. Unikatnim vysledkem je rozhodné
pritkaz existence nové karbonylreduktasové aktivity v lidskych hepatocytech.

Predkladanou disertaéni prace hodnotim jako kvalitni, ktera spliiyje poZadavky kladené na
disertatni prace. Na zdkladé téchto skuteénosti doporucuji udélit disertantovi védeckou
hodnost Ph.D.

V Praze 14.11.2009 %

Doc. RNDr. Petr Hodek, CSc.







