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Posudek oponenta na diserta¢ni praci Mgr. Romany Odiany Particiption of selected carbonyl
reductases in deactivation of anticancer drugs.

Romana Odiana se ve své diserta¢ni praci zabyva reduktivnim metabolismem protinadorovych 1é¢iv
doxorubicinu a oracinu. Jednd se o téma zavazné z hlediska védeckého, spoleenského i
ekonomického. Autorka sledovala, jak jsou doxorubicin a oracin pfeménovany lidskou cytosolarni
reduktdzou AKR1C3 a pokusila se identifikovat dalSi enzymy, které se na metabolismu téchto latek
mohou podilet.

Prace je v podstaté standardné ¢lenéna na teoretickou a experimentalni ¢ast, i kdyz experimentalni ¢ast
neni takto oznaCena. Teoreticka ¢ast, obsahujici pfehled soucasného stavu problematiky, je logicky
uspofadana a ma vysokou informacni hodnotu. Pouze kapitola 2.4. Protein purification (str.55-65) se
mi jevi jako nadbytecna, protoze vétSinu informaci v ni uvedenych lze najit v béznych ucebnicich
biochemickych metod. Cile prace jsou formulovany jasn€. Jasn¢ a prehledné je zpracovana i Cast 4.
Materials and methods.

Cast 5. Results and discussion vSak obsahuje fadu problémd, jak formalnich, tak vécnych. Predevsim
nepovazuji za Stastné, ze byly vysledky a diskuse spojeny do jednoho celku. Takovéto spojeni je
obvyklé u praci s jednozna¢nym sdé€lenim a vyznénim. V ptipadé€ této disertacni prace by vSak bylo
zadouci vysledky formulovat zietelné a pak v oddélené kapitole podrobnéji diskutovat. Tato vytka se
vztahuje predevsim ke kapitole 5.2., ktera misty ztraci vnitini strukturu a srozumitelnost.

Dalsi dotazy a pfipominky k ¢asti 5.:

1. Na stran¢ 83 je popsdna optimalizace doby inkubace reakéni smési, v niz dochazi k preméné
doxorubicinu na doxorubicinol. Jako optimalni byla vybrana inkuba¢ni doba 60 minut. Z tabulky
8 a obrazku 26 vSak neni jasné, co by se stalo, kdyby byla reakéni smés inkubovana déle.

2. 'V kapitole 5.1.1.3. se autorka zabyva chiralni separaci doxorubicinolu. PfestoZze podminky pro
tuto separaci byly Gspésné nalezeny, nenasla jsem v textu Zadnou zminku o tom, jaky je pomér
enantiomeri vznikajicich pfi reakci katalyzované AKR1C3.

3. V tabulce na strané 99 neni jasné, co vlastné obsahuji jednotlivé sloupecky. Napf. co znamena
,DHO/inj* a ,,DHO/incubation®, nebo jaky je vztah mezi ,,incubated volume® a ,,total volume*.
Od strany 99 dal se bohuzel podobnych tabulek s nejasnym zéhlavim vyskytuje jesté fada.

4. Na stran¢ 101 a dale autorka bez bliz§iho vysvétleni predpoklada, ze oracin mohl byt pfeménén
na dihydrooracin ptisobenim glutathion-S-transferazy. I kdyz dal$i experimenty tento piredpoklad
nepotvrdily, jedna se pfinejmensim o zvlastni pracovni hypotézu, ktera by zaslouzila podrobné;jsi
komentar.



5. Na stran¢ 102 na obrazku 38 je vidét frakce, ktera obsahovala hledanou enzymovou aktivitu.
K analyze hmotnostni spektrometrii v§ak byl poslan pouze protein o molekulové hmotnosti 27
kDa. Pro¢ nebyly analyzovany i dal$i proteiny obsazené v této frakci?

6. Na stran¢ 105 na obrazku 41 je elipsou vyznacen jakysi prouzek, ale neni jasné, proc.

7. Na stran¢ 123 autorka uvadi, ze zameétila pozornost zejména na proteiny o molekulové hmotnosti
27 kDa a 38 kDa. V analyzovanych frakcich jsou pfitom vyrazné zastoupeny i proteiny o vysSich
molekulovych hmotnostech. Pro¢ nebyly také analyzovany?

8. Autorka vénovala hodné Casu a usili zavedeni série chromatografickych metod, ¢imz urcité
metodicky obohatila $kolici pracovisté. S tvrzenim na Strané¢ 142 ,the team has succeeded in
purifying a novel membrane-bound reductase® 1ze vSak souhlasit jen z ¢asti. Byla sice nalezena
proteinova frakce, ktera predpokladanou enzymovou aktivitu obsahuje, ale ptislusny konkrétni
protein nebyl identifikovan ani pomoci hmotnostni spektrometrie, ani pomoci N-koncové
analyzy.

Formalni pfipominky k predkladané disertacni praci:

Text by si zaslouzil peclivéjsi kontrolu z jazykového hlediska. Tvary ,,don’t” a ,,doesn’t* (napf. na str.
133) do védecké publikace nepatii; obéas se vyskytuji ponékud nesrozumitelné véty (napf. na str. 24:
»They play an important role in disease progression, since the does not develop in the absence of
ovaries‘‘), nebo nezvyklé obraty (napft. na str. 123 ,,We concentrated our attention to bands...)

V Ceské verzi abstraktu (str. 145) by bylo Iépe uvést: ,,...pouzitim chromatografického systému
AKTA*, nez ,,..pouzitim AKTA chromatografického systému“. A stanoveni bilkoviny neni ,,podle
Bradforda®, protoze Marion M. Bradford byla Zena.

Celkove prace pisobi dojmem, Ze ke konci autorce dochazely sily, aby své sdéleni néjak strukturovala.
V zavéru tak disertace vyzniva jaksi do ztracena, ve zméti tabulek, geli a chromatogramt je pro
¢tenafe obtizné sledovat souvislosti.

Vysledky uvadéné v disertaci byly pfitom publikovany v mezinarodnich recenzovanych ¢asopisech. Je
velka Skoda, Ze pfislusné ¢lanky nejsou soucasti nebo ptilohou predkladané disertacni prace. Z Cetby
téchto publikaci totiz jasné a srozumitelné vyplyva, jak zajimavych vysledkl autorsky tym dosahl a
kolik usili to vyzadovalo. Na zakladé této skutecnosti doporucuji disertacni praci Mgr. Romany
Odiany k dalSimu Fizeni.
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