Oponentsky posudek na diplomovou praci Bec.
Lucie Mareckové

Lucie Mareckova vypracovala svou diplomovou praci
»Sekretované protéazy kvasinky Candida parapsilosis® pod
vedenim ing. Jifiho Dostala, PhD. na Ustavu organické chemie
a biochemie AV CR. Prace se zabyva strukturni charakterizaci
dvou sekretovanych aspartaitovych  protedz z Candida
parapsilosis a jejich srovnanim, stejné jako interakci téchto
dvou protedz z vybranymi inhibitory. Prace chtéla piispét
k bliz§imu pochopeni mechanismll substratové specificity
aspartatovych protedz, které jsou pravdépodobné 1 virulentnimi
taktory Candida parapsilosis. Vysledky této diplomové prace
by tak mohly slouzit také jako zaklad pro vyvoj novych
inhibitorQ infekci zpusobenych touto kvasinkou.
Prace ma tradi¢ni ¢lenéni, pouze kapitoly vysledky a diskuze se
autorka rozhodla spojit v jeden celek. Prace navic obsahuje i
piilohy, které obrazové dokumentuji uspésSné krystaliza¢ni
podminky a srovnani vazby inhibitori do proteaz.
Cile diplomové prace je velmi ambiciozni, jejich splnéni by,
soudim, hravé stacCilo na obhajeni disertacni prace. Cile jsou
op¢t napsany vystizné a motivuji k precteni celé prace.
Literarni uvod je prakticky vycerpavajici, velmi piehledny a
vystizny. Obdobné nemam zadnych vyhrad ke kapitole metody
a materidl. Snad bych jen nékteré cCasti tykajici se se urceni
struktur také prevedl do metod, ale to je jen moje subjektivni
hledisko, rozhodné nejde o vytku. Prace obsahuje celé¢ a
obdivuhodné spektrum pokrocilych purifikaénich 1 jinych
metod proteinové biologie.

V kapitole vysledky a diskuze autorka shrnuje svou
experimentalni praci. Na zacatek je tfeba uvést a podtrhnout, ze
autorka splnila vSechny cile, které si v praci vytkla, byt s ¢asti,
ktera se tyka sbéru a interpretace strukturnich dat ziskala
vyznamnou asistenci od Dr. Jifiho Bryndy. Vysledkem
piredkladané prace je osm 3D struktur, vjednom piipadé
struktury proteinu, ktery dosud nemél urCenou strukturu. O



kvalité¢ autor¢iny prace mimo jiné sveédci 1 to, ze vétSina struktur
ma velmi vysoké rozliSeni. V ptipad¢ struktury proteinu Sapp2p
jde o dokonce o strukturu, ktera se rozliSenim fadi mezi
nejlepSich 60 v databazi PDB. Autorka poprvé popsala
strukturni rozdily mezi studovanymi proteazami a blize
charakterizovala 1 efekt alternativniho c¢teni kodonu CUG.
V kapitole vysledky a diskuze mi trochu chybéla diskuze, ¢i
piesnéji obsahlejsi diskuze. V této kapitola prakticky chybi
odkazy na literaturu, coz nesvéd¢i o podrobné konfrontaci
vysledki s dosavadnimi poznatky. U srovnavani struktur
v kapitole 6.2.2 neni uvedena metoda, kterd ke srovnani struktur
slouzila. Ostatné¢ soudim, Ze srovnavani struktur mohlo byt
vyuzito vice , napi. pi1 popisu rozdilli mezi dvéma studovanymi
protedzami. Diskuzi povazuji za nevyuzitou pfileZitost. Autorka
ziskala fenomenalni mnozZstvi zajimavych vysledkt, ale jako by
je nechtéla ptili§ rozmazavat.

Prace je psana hezkou, sviznou cestinou a prakticky neobsahuje
pieklepy. Autorka se sympaticky, a po mém soudu uspésné,
snazi nachazet Ceské ekvivalenty pro metody, které jsou dobie
usazené v odborné anglické terminologii, ale v ¢esting se s nimi
naSinec bézné nesetkd (napf. molecular replacement -—
molekulové nahrazeni). Pfesto vSak autorka vyjimecné pouzila 1
pocesténého anglického terminu (napf. ,prvniho piku
chromatofokusace*). Kwvalita obrazové dokumentace je
piikladna — grafy, tabulky 1 obrazky maji popisky, méfitka a
jednotky, pouze mi obcas nebylo ziejmé, pro€ jsou dva obrazky,
které spolu moc nesouviseji, spojeny pod jednim cCislem, zvIast
kdyZz se vyskytuji na dvou stranach (obr. 15). Obrazek 9 je
v textu zminén az po obrazcich 10 a 11, piestoZze se objevuje
pied nimi. Prace obsahuje velké mnoZstvi odkazl na relevantni
literaturu, format referenci je vSak znaéné nejednotny a
v nékterych piipadech 1 nelplny ( naptf. hned u prvni citace
nejsou uvedeni vSichni spoluautofi a chybi také nazev Casopisu,
Cislo a strankovani. U krystalografickych metod chybi citace.

Celkové by vSak nemélo zaniknout, Ze jde z hlediska mnozZstvi



odvedené prace, pouzitych metodik 1 ziskanych vysledkt o zcela
nadprimérnou praci, kterou jen trochu (a na slovu trochu jen v
této veét¢ dlraz) kazi formalni nedostatky. Praci proto
jednoznacné doporucuji k obhéjeni.

K praci mam nasledujici otazky:

Jsou popisované struktury ulozené v PDB? Planujete je
piipadné ulozit 1 se ,,structure factors?

Jak moc jste se podilela na samotném urceni struktur od faze
sbéru dat?

Pokouseli jste se urcCit strukturu obou protedz v apo forme, bez
pfitomnosti inhibitora?

Da se oc¢ekavat vétsi strukturni zména pii pifechodu z volné do
formy vazajici inhibitor?

Jakym pfistrojem jste ovéfovali kvalitu krystalt ,,u Vas doma*
v Dejvicich?

Krystaly jsou skutecné krasné. Ktery z nich byl nejvétsi? A jak
trvanlivé byly krystaly na synchrotronu v proudu rentgenového
zafeni?

Dal by se né€ktery z pouzitych inhibitord pouzit 1 v klinické
praxi? Lze ze ziskanych vysledki odvodit, kterym smérem by se
mél vyvijet pfipadny vyvoj novych inhibitori téchto proteaz?
Pokousite se urc¢it 1 strukturu posledni protedzy z kvasinky

Candida parapsilosis?
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