Posudek na disertaéni praci Mgr. Rudolfa Andryse s ndzvem:
Vyvoj a aplikace afinitniho nosiée pro izolaci lidskych karbonyl-redukujicich enzym

Cilem disertacni prace bylo vytvofit afinitni nosi¢ na bdzi potencidlniho terapeutika oracinu a vyuZit ho
pro purifikaci karbonyl-redukujicich enzyma. Smyslem bylo najit zplsob, jak z jaternich extrakt( ziskat
enzymy, jejichZ izolace s pomoci konvenénich chromatografickych metod byla predtim nelspésna. Vyvoj
zahrnoval rdzné typy nosiCl a testovani sidentifikaci zachycenych proteinli pomoci hmotnostni
spektrometrie. Disertacni prace je zpracovana ve formatu védeckého textu se zavedenym ¢lenénim a ma
123 ¢islovanych stran. Pfevzata tvrzeni jsou citovana standardnim zplsobem. Dale je soucasti pfiloha
publikovanych praci v ¢asopisech, z nichz ve dvou ptipadech je R. Andrys prvnim autorem, v jiném
pohledu se dvé z téchto tfi praci tykaji reSeného tématu. Teoretickd ¢ast shrnuje poznatky o karbonyl-
redukujicich enzymech s jejich pfehledem a popisem funkce v metabolismu xenobiotik. Nasleduje text o
metodach izolace proteint s dlirazem na afinitni separace a konecné je blize predstaveno Iécivo oracin a
jeho redukéni biotransformace v jatrech. Dotazy a pozndmky k teoretické ¢asti:

e PisSe se, Ze zlidskych membrdnové vdzanych karbonyl-redukujicich enzymi byla purifikovdna
pouze 118-hydroxysteroiddehydrogenasa 1, citace odkazuje k roku 2002. Nenastal od té doby
néjaky posun v této oblasti? Pokud ne, kaZdopddné by bylo vhodnéjsi ddt aktudlnéjsi citaci.

e Na str. 16 se piSe o exprimovdni enzym( v jatrech. Tato formulace neni presnd, exprese se tykd
gend, nikoli proteind, v pripadé téch druhych by se mélo psdt o produkci nebo tvorbé. Stejné pak
na str. 89.

e Na str. 23 se nepresné piSe o lidském proteomu v rozsahu 30000 proteint, coZ by vsak
znamenalo pomér zhruba 1 protein na 1 gen, coZ je predstava ze 40. let 20. stoleti (Beadle a
Tatum). V literature se ale uddvd aZ 1 milion existujicich proteoforem, tedy vsech variant pri
zapocitavdni posttranslacnich modifikaci!

Metodickd Cast uvadi predevsim protokoly pfipravy rGznych afinitnich nosi¢l a izolaci cytosolové a
mikrosomalni frakce lidskych jaternich bunék, kde se predpoklada pritomnost enzymovych systéma
pfeménujicich oracin.

Dotazy a pfipominky k metodice:

e Proc byla pro navdzdni raménka na karboxylovou skupinu na magnetickych Edsticich pouZita
kombinace EDC a sulfo-NHS? Bis-aminopropylamin by bylo mozné navdzat jiZ pfimo po aplikaci
EDC.

e Na str. 50 se piSe o separaci solubilizovanych mikrosomd. Bylo by asi sprdvnéjsi psdt o
solubilizovaném obsahu mikrosom.

Vysledkova cast s diskusi byla zpracovana na zidkladé experimentl, kde byl oracin imobilizovan
riznym zpUsobem na rozmanité nosice za vzniku afinitniho chromatografického materidlu. Celkem bylo
pfipraveno 8 variant, které byly zkouseny pro schopnost vazat karbonyl-redukujici enzymy. Hodnocena
byla vazebnd kapacita, moZnost eluce aktivniho enzymu a chemicka stabilita. Vazba ligandu probéhla
prostiednictvim aromatického kruhu &i dusiku, aby byla zachovana redukovatelnd karbonylova skupina



oracinu. Pro dalsi experimenty byl pro svou efektivitu vybrdn nosi¢ ANO5 odvozeny od magnetickych
¢astic s karboxylovou funkéni skupinou, kam byl ester oracinu pfipojen aminolyzou pres triaminové
raménko. Vytézek zachyceni modelového enzymu byl zvySen pridavkem EDTA, byl optimalizovan eluéni
pufr. Systém pro afinitni purifikaci byl pak v dals$im vyvoji pfeveden z magnetickych ¢astic na agarosové
Castice, pricemi bylo nutné upravit imobilizaéni postup. Nosi¢ ANO5 byl Uspésné vyzkousen pro izolaci
rekombinantni aldo-ketoreduktasy zlyzatu transformované baktérie E. coli. Kone¢né, izolovani byli
vazebni partnefi oracinu z jaterni cytosolové i mikrosomové frakce. V mikrosomalni frakci byly takto mj.
identifikovany i interagujici enzymy, o jejichz plsobeni na oracin se dosud nevédélo. Tyto enzymy
(RDH16 a DHRS1) byly nasledné pfipraveny jako rekombinantni proteiny

Uroven sepsani celé této ¢asti je velmi vysokd, text je ¢tivy a svym charakterem se pfimo blizi stylu
detektivky, kde je ¢tenafi krok po kroku odhalovdn pachatel, vtomto pfipadé podany jako hledané
potvrzeni pouZitelnosti pripraveného afinitniho nosi¢e pro izolaci membranové vdzanych karbonyl-
redukujicich enzymu z jaterni tkané. Zvolené strategie byly dikladné promyslené, reagujici na dil¢i potize
a ukazuji vybornou schopnost planovani a vyhodnocovani experimentll, coz nakonec vedlo ke
kone¢nému Uspéchu. V tomto textu bylo pouze par prohreskl proti ceskému jazyku, zkratka DHRS pak
neni uvedena v seznamu zkratek.

Nabizi se pouze velmi omezeny pocet dotazll a komentara:

e Proc byla jako predseparacni krok pred pouZitim afinitniho nosic¢e pro komplexni smés jaternich
proteint zvolena gelovd chromatografie, kterd md obecné horsi rozliseni i kapacitu neZ
chromatografie iontoménicovad?

e U vysledki z hmotnostné spektrometrickych identifikaci postraddm udaje o pokryti sekvence
identifikovanych proteini potvrzenymi peptidy a jejich pocet, také neni uvddéno
pravdépodobnostni skore. Neni tak mozZné udélat si predstavu o vérohodnosti identifikaci, zvlgsté
je-liv jednom obarveném pdsu z gelu pritomno vice proteind.

Autor splnil pfedpoklady, které jsou nutné kvypracovani kvalitniho védeckého spisu. Zavérem mého
posudku je jednoznaéné doporuceni disertacni prace k obhajobé pted odbornou komisi.

;V Olomouci dne 29. 2. 2016 Marek Sebela



