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Posudek na disertacni_praci “Molecular Mechanisms of Homocystinuria: Spatial
Arrangement of Human Cystathionine B-synthase” Ing. AleSe Hnizdy, 1. LF UK.

Ing. Ale§ Hnizda se ve své disertacni praci zabyval studiem molekulovych
mechanismu vedoucich k chybnému sbalovani mutantnich forem CBS. Chybné
sbalovani CBS vede k deficitu enzymu a k nasledné homocystinurii.

Resené téma povaZuji za vysoce aktualni a to nejen z hlediska ziskani novych
poznatkl zakladniho vyznamu o dalezitém lidském enzymu metabolismu sirnych
aminokyselin, ale i z hlediska praktickeho vyznamu pro objasnéni pficin
homocystinurie. Pouzité metody a postupy shledavam ve velke vétsiné aktualni a
vhodne pro feSené ukoly.

Vysledky prace pfinesly cenné nové poznatky o mechanismu deaktivace CBS
v duisledku chybného sbalovani proteinu diky specifickym mutacim. Dale byla
pomoci diferen¢niho  kovalentniho znaeni exponovanych  aminokyselin
identifikovana styéna plocha mezi katalytickym jadrem a regulaéni doménou CBS a
byl navrzen strukturni model pro enzym plné délky. Rovnéz byla identifikovana a
studovana forma CBS znematoda C. elegans, ktera se svou domenovou
architekturou vyrazné liSi od lidske formy CBS. Dale byly uc€inény tspé&sné pokusy o
detekci specifické aktivity CBS v lidské plasmé, coz muze byt vyuZito pro diagnostiku
nedostateénosti funkce CBS.

Po formalni strance byla disertaCni prace zpracovana formou kratkého obsahu
doplnéneho o pfipojené publikace. PIné respektuji tuto formu zpracovani, ktera ale
mozna klade vetsi naroky na Ctenafe hledajiciho pripadneé nékteré experimentalni
detaily nebo jiné podrobné informace.

Celkové se domnivam, Ze prace predstavuje $pickovy vyzkum mezinarodniho
vyznamu, coz je dokumentovano nékolika pfilozenymi publikacemi ve velmi
kvalitnich Casopisech. Prace vyznamnou mérou pfispéla krozvinuti poznani
vlastnosti CBS. Detekce aktivity CBS by mohla byt pouzita pro identifikaci
nedostateénosti CBS v praxi.

DisertaCni prace prokazuje predpoklady autora k samostatnée tvofivé védecké
praci a k udéleni titulu Ph.D.

Na zavér pfikladam seznam nékolika dotazu tykajicich se disertace a budu se
tésit na jejich zodpovézeni pfi obhajobé.

- Existuji specifické inhibitory CBS a pokud ano, byly pouzity in vivo na
zvifecich modelech a pokud ano, s jakym Gcinkem ve srovnani s projevy CBS
deficientni mysi?

- Co je molekularni pfic¢inou patologickych projevi u CBS deficientnich
pacient(l, zvy$ena hladina Hcy & snizené hladiny Cys a glutathionu? Ci je
pri¢ina jesté nékde jinde?

- Na str. 17 autor zmifiuje 5 raznych reakci katalyzovanych CBS. Které z nich
jsou biologicky relevantni?




- Na strané 18 je uveden katalyticky mechanismus CBS. Je CBS schopna
metabolizovat i D-serin jehoz vysoke koncentrace se nachazeji v mozku? Je
CBS pfitomna v mozku?

- CBS je enzym primarné lokalizovany v cytosolu a jadie. Co by mohlo byt
pfi¢inou jeho pfitomnosti v plasmé&? Nebylo by mozné detekovat v plasmé
pfimo molekulu enzymu pomoci hmotnostni spektrometrie?

- Jaky je vyznam studia CBS z C. elegans pro poznani lidského enzymu?

- Nemduzou byt vysledky proteolyzy v surovych bunéénych lyzatech ovlivnény
pritomnosti extrahovanych proteaz?

- Disertacni prace obsahuje velké mnozZstvi experimentalnich technik a
vysledk(d. Je mi zcela jasné, Ze dnes$ni S§pickovy vyzkum je tymovou
zalezitosti, ale uvital bych upfesnéni, kieré experimenty byly provadény pfimo
autorem, a které byly provedeny jeho spoluautory na publikacich.
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