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Oponentsky posudek na praci

Uloha FzoH:-zavislych reduktas v biosyntéze bioaktivnich mikrobialnich
metaboliti inkorporujicich 4-alkyl-L-prolinovy derivat
Autor prace: Mgr. Lucie Steiningerova

Predkladana diserta¢ni prace Mgr. Lucie Steiningerové se zaméfuje na objasnéni
funkce Apd6 proteintl, které katalyzuji posledni krok specializované APD dréhy pomoci
Fa20H2-zavislé redukce. Diserta¢ni prace vznikla na Mikrobiologickém tstavu, v.v.i. pod
vedenim Ing. Jifiho Janaty, CSc.

Prace je ¢lenéna do obvyklych ¢asti (avod-piehled literatury-cile prace-material a
metody-vysledky-diskuze-souhrn-seznam literatury-piilohy). Kopie tiéi publikaci, které
tvori zaklad disertacni prace Mgr. Lucie Steiningerové, jsou uvedené formou pftilohy.
Vsechny tfi prace byly publikovéany ve Spickovych mezindrodnich ¢asopisech s vysokym
impakt faktorem. Zvlasté bych vyzdvihla publikace v ¢asopise Journal of the Americal
Chemical Society s IF 14.612, kde je Mgr. Lucie Steiningerova prvni autorkou a v Nature
Communications s IF 12.121, kde je spoluautorkou. Oba dva ¢asopisy se nachazeji mezi
prvnimi deseti nejlepSimi ¢asopisy v daném oboru. Tteti spoluautorska publikace byla
otisténa v Casopise Frontiers in Microbiology s IF 4.235.

Prace je psana cesky, velmi podrobné, cela prace bez piiloh ma 176 stran a
obsahuje 317 citaci. Formalni uroven a grafické zpracovani je na vyborné urovni bez
jakychkoliv pteklepti ¢i gramatickych nepfesnosti. Autorka v podrobném piehledu
literatury (cca 40 stran) detailné popisuje 5-deazaflavinové kofaktory, dale pak
aktinobakteridlni komplexni metabolity s alkylprolynovym derivaitem (APD) a s 4-
methyl-L-prolinem (MPL) vyskytujici se mimo Actinobacteria, genovy zaklad pro
biosyntézu aktinobakteridlnich APD latek, dale pak popisuje dvé cesty vedouci
k aktinobakterialnim APD prekurzorim a MPL drahu u sinic a hub. V piehledu nechybi
velmi pekné ilustrace a schémata (2 tabulky a 25 obrazkil), kterd usnadiiuji pochopit
popisovanou problematiku. Veskery pouzity material a metody jsou podrobné rozepsany
na 35 stranach. Vysledky jsou podrobné& popsany na 48 stranach textu s pouZzitim 50ti
obrazkl a rovnéz jejich diskuze zahrnuje 22 stran a 11 obrazkt. Nechybi ani zavéreény
souhrn. Vsechny pouzité literarni zdroje jsou fadné citovany.

Predkladana prace si klade Ctyfi cile: 1) pfipravit rekombinantni protein Apd6; 2)
stanovit enzymovou aktivitu Apd6 proteind; 3) objasnit redukéni mechanismus LmbY;
4) objasnit podstatu rozdilné reakcni specifity Apd6 homologii.

Mgr. Steiningerové se podatilo optimalizovat produkci Sesti Apd6 homolognich
proteini a urcit jejich vazebné schopnosti ke kofaktoru, dale pak navrhla rozdilny
mechanismus hydridového transferu v redukcich katalyzovanych Apd6 proteiny. Dale
byla vytvorena schémata prediktivnich aktivnich mist Apd6 homologt a bylo pfipraveno
20 mutantnich variant k otestovani katalytické aktivity a objasnéni molekularni podstaty
odlisné reak¢ni specifity. Takto charakterizované Apd6 predstavuji viibec prvni popsané
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Fa20H2-zavislé proteiny rodu Streptomyces z rodiny hydridovych transferas odvozenych
od Luciferas (LLHT).

K problematice diskutované v doktorské disertacni praci mam nékolik dotazi:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Pro pfipravu rekombinantnich proteini Apd6 a FGD byla pouzita pouze
jednostupniova purifikace — niklova afinitni chromatografie. Byla Cistota proteini
dostatecna pro nasledujici experimenty enzymové aktivity? Jak jste fesili pfipadné
agregaty? Jak jste fesili neoddélené chaperoniny u proteini HrmD a GriH?

Pro purifikaci proteint uréeného pro krystalizaci jste pouzivala iontové vyménnou
chromatografii. Jaké bylo pl proteini LmbY a Porl5? Pouzivala jste tedy
kationtovou ¢i aniontovou chromatografii?

Jaky pufr byl ve vysledku pouzit jako finalni pro krystalizaci proteini LmbY a
Porl5? Jaka proteinova koncentrace byla optimalni pro rast krystala (tab. 5.1 str.
130 a tab. 56.2 str. 132)? Jakym zptsobem jste provedla kryoprotekci krystald
pfed mrazenim, aby nedochazelo k radia¢nimu poSkozeni (PEGem nebo
glycerolem)?

Testovala jste stabilitu krystalovanych proteinti v jinych pufrech, napt. metodou
DSF?

Vsech Vami pfipravenych 20 mutantnich variant Apd6 proteini melo
nezménénou katalytickou aktivitu a bylo stale schopno katalyzovat redukci
dvojnych vazeb. Jakym zptsobem budou vytipovany dal$i mutantni varianty
k ovéfeni substratové a reakéni specifity vzhledem k neznamé struktuie a nizké
sekven¢ni podobnosti se znamou strukturou archealniho Adf z LLHT rodiny?
Jakym smérem se bude ubirat Vas dalsi vyzkum v této oblasti?

Zavérem konstatuji, ze predlozena disertaéni prace Mgr. Lucie Steiningerové

ptedstavuje cenny piinos pro lepsi pochopeni funkce Apd6 proteint v Actinobacteria. Je
ziejmé, ze kandidatka si pfi feSeni vytCenych cilli osvojila fadu velmi sofistikovanych
technik, ptedevsim metody prace s DNA, rekombinantni produkce a purifikace proteintl,
nasledna charakterizace purifikovanych proteinli, méfeni enzymové aktivity, kofaktor-
vazebné studie, studie reakéniho mechanismu, piiprava proteinti pro krystalografii,
bioinformatické analyzy.

Vysledky prace jsou dobte diskutovany a davany do souvislosti. Autorka ve své

disertacni praci dokazala, Ze je vysp€lym védeckym pracovnikem, schopnym samostatné
vyzkumné prace. Predlozena prace Mgr. Lucie Steiningerové vice nez vyhovuje vSem
pozadavkiim kladenym na disertacni praci, a proto ji plné doporucuji k piijeti.
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