V¥, SLOVENSKA AKADEMIA VIED

Ustav molekularnej biologie
Dubravska cesta 21, 845 51 Bratislava 45
Tel.: 02 5930 7443, Fax: 02 5930 7416, E-mail: juraj.gasperik@savba.sk

A

Oponentsky posudok

na dizerta¢nu pracu Mgr. Jitky Novotnej
»Studium biosyntetické drahy antibiotika linkomycinu*

Predlozena dizerta¢na praca bola vypracovana pod odbornym vedenim Prof. Spizka
na Mikrobiologickom ustave Akadémie vied Ceskej republiky, t.j. na pracovisku, ktorého
tradicia v $tadiu produkcie a vlastnosti antibiotik siaha hlboko do historie niekdajSej
Ceskoslovenskej republiky.

Zvolena téma prace reaguje na celosvetovy problém sucasnej mediciny, ktora sa
snazi vSemoznymi cestami vysporiadat’ sa s hrozivym nérastom rezistencie patogénnych
mikroorganizmov na klinicky pouzivané antibiotikd. Z tohto pohl'adu hodnotim tato pracu
ako vysoko aktualnu a spolocensky uzito¢nu a to nielen z hl'adiska vedeckovyskumného
poznavania, ale i vo vdzbe na potreby praxe. Zvolené metédy su na sucasnej svetovej
urovni a dosiahnuté vysledky jednoznacne rozsiruju tento vedny odbor o nové poznatky.

Ciel' praice mozno chéapat’ ako cast SirSie koncipovaného projektu, kde ulohou
autorky bolo rozsirit doteraj§ie pomerne strohé poznatky v spojitosti s biosyntézou
linkomycinu aby sa vytvoril zaklad pre nasledné génové manipulacie. V ramci toho mala
charakterizovat’ a objasnit’ funkcie proteinov LmbB1 a 2, ako i NDL-syntetazy, dolezitych
enzymov zodpovednych za tvorbu tohto antibiotika.

Teoreticky tivod je pomerne rozsiahly. Autorka v iom oboznamuje ¢itatela so
sirokym spektrom problematiky, po¢niic od streptomycét a ich zivotného cyklu, cez ich
geném a cely rad enzymov sekundarneho metabolizmu. Opisuje linkosamidové antibiotika,
mechanizmus ich Géinku, ako i biosyntézu linkomycinovych derivatov. Text je doplneny
mnozstvom obrazkov, schém a Struktirnych vzorcov umoznujicich aj nezainteresovanému
Citatelovi pomerne rychlo zorientovat’ sa v tejto problematike. Z vyse dvesto dolozenych
citacii je vel'ka Cast’ z obdobia poslednej dekady.

Praca sa na rozdiel od kedysi bezné¢ho klasického ¢lenenia odliSuje tym, ze jej
podstatna metodicka a vysledkova Cast’ je prezentovana vo forme dvoch podkapitol, ktoré
st v podobe kopie uz realizovanej publikacie, ako irukopisu spracovaného do finalnej
podoby vhodnej na zaslanie do redakcie vedeckého Casopisu. V oboch pripadoch je z
hl'adiska metodického vyuzité mnozstvo roznorodych technik, takze vobec neprekvapuje,
ze do rieSenia bolo nutné zapojit’ aj Sirsi kolektiv spolupracovnikov.

Napriek tomu, Ze autorka dizerta¢nej prace je v oboch pripadoch uvedena ako prvy
autor, prosil by som, aby stru¢ne spresnila, v ktorych partiach je jej dominantny prinos.

Prvé publikacia, pojednavajica o priprave enzymu LmbB1, jeho charakterizacii
a priradeni funkcie, vysla v r. 2004 v Eur. J. Biochem., dobrom zahrani¢nom ¢asopise SO
slusnym IF, ktory bol predchodcom sucasného EEBS J. Nakol'ko tato publikacia uz presla
naronym recenznym procesom, nepovazujem za potrebné sa nou SirSie zaoberat’.

Rukopis druhej publikacie, pojednavajuci o LmbB2 je z pohladu metodického
v mnohom podobny tej prvej. V oboch pripadoch boli izolované, purifikované



a charakterizované rekombinantné bielkoviny exprimované v E. coli. Prosil by som autorku
aby porovnala obtiaznost’ pripravy oboch bielkovin a pripadne poukazala na kritické
momenty v ¢om sa odliSovali.

Na strane 68 a 69 opisuje ,,small scale” a ,,large scale” produkciu bielkoviny ale
Z textu mi nie je jasné v ¢om boli zasadné rozdiely.

Co sa celkového metodického pristupu tyka, moézem konstatovat, Ze ho povazujem
za Standardny a neméam k nemu zasadné pripomienky.

Termostabilita LmbB2 bola ur¢end po inkubacii pocas rovnakej doby pri roznych
teplotach. Je to udaj takpovediac staticky. Denaturacia bielkovin vSak nie je jednoduchy
linearny proces. Aj ked sa termostabilita enzymov podobnym sposobom casto
charakterizuje, nebolo by vyhodnejSie vyjadrit ju ako pol¢as inaktivacie pri réznych
teplotach?

V texte sa uvadza, ze purifikovany enzym bol ihned po izolacii pouzity
v experimentoch. Nakolko je skoro vylucené realizovat' vSetky opisané experimenty
Vv priebehu niekol’kych dni, mam tomu rozumiet’ tak, Ze sa izolacie podla potreby cyklicky
opakovali? Zaujima ma preto taka prakticka otazka ako je skladovatel'nost’ purifikovaného
enzymu. Je vyhodné, ak pocas Siroko koncipovanych pokusov je mozné aj s Casovym
odstupom siahnut’ do zasob s istotou, Ze vlastnosti enzymu st nezmenené. Nesledovali ste
k akému tubytku aktivity dochadza napr. po uvolneni z afinitného nosi¢a po jeho
dlhodobom skladovani v naviazanej podobe alebo v procese lyofilizacie, ¢i skladovani
v 50%-nom glycerole pri —20°C?

Tretia podkapitola v ¢asti ,,vysledky*, ktora nie je zatial’ spracovana do publikacne;j
podoby, sa zaobera Stidiom kI'aGového enzymu biosyntézy linkomycinu — NDL-syntetazou
a predstavuje rozpracovanu problematiku so zatial’ predbeznymi zdvermi.

Hoci nie som Specialista v oblasti Studia biosyntetickych drah antibiotik, tvahy
uvedené v komplexnej diskusii sa mi javia ako logické a povazujem ich za dobré
vychodisko pre pokraCovanie v d’alSej praci na tomto projekte.

Zaverom konsStatujem, ze predlozena praca je primeraného rozsahu, obsahuje
origindlne a cenné poznatky a ako celok posobi dobrym dojmom. Jej autorka dokézala, ze
ovladda naro¢né¢ metddy vedeckej prace a vie vysledky spracovat’ do publikacnej podoby.
Na zaklade uvedenych skuto¢nosti hodnotim dizerta¢ni pracu pozitivne. Preto odporucam
komisii aby ju prijala k obhajobe a aby jej tispesnom absolvovani bol Mgr. Jitke Novotnej
v zmysle pravnych predpisov CR udelena vedecko-akademicka hodnost’ PhD. , philosofiae
doctor*.

V Bratislave, 24.9.2008 Ing. Juraj Gasperik, CSc.



