Posudek na disertacni praci RNDr. Tomase JeCmena s nazvem

Cytochrome P-450: Study of structure and interactions using chemical modification, photo-inititated
cross-linking and mass spectrometry

Disertacni praci jsem obdrZel k posouzeni jako vazany vytisk. Prace je strukturovand jako komentovany
soubor publikovanych ¢lankl ve védeckych casopisech uvedenych jako prilohy, kde je RNDr. Jemen
dvakrat prvnim a dvakrat druhym autorem v poradi. Bez téchto pfiloh je rozsah disertacni prace celkem
53 Cislovanych stran vcéetné prehledu literatury. Prace je psana anglicky, ¢lenéni je obvyklé. Na Gvod je
zafazeno shrnuti v jazyce anglickém i ¢eském, obsah, teorie souvisejici s experimentalni ¢asti véetné
metodiky, cile prace a vysledky s diskusi. Pak nasleduje zavér a seznam citované literatury. Jazyk prace je
srozumitelny, i kdyZ jsou Cetné rezervy pro zlepseni, zejména v pouzivani gramatickych ¢len(. Prijde mi,
Ze v tomto ohledu je experimentalni ¢ast zpracovana lépe neZ ¢ast teoreticka.

Tématem disertacni prace bylo studium interakce kréli¢iho cytochromu P450 a cytochromu bs, které jsou
soucasti oxygenasového systému se smiSenou funkci v asociaci s membranou endoplazmatického
retikula. Pro experimentalni ¢innost bylo vyuZito metod vytvareni pfiénych vazeb (sitovani) mezi blizkymi
Castmi polypeptidovych retézcl. Po proteolytickém Stépeni byly peptidy obsahujici pficnou vazbu
analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie a takto ziskany informace o topologii interakci.

Teoretickd ¢ast shrnuje metodiku pro urcovani prostorové struktury proteind, jako jsou rentgenova
krystalografie, elektronova mikroskopie, nebo jadernd magneticka rezonance. Pise se o analyze protein(
pomoci hmotnostni spektrometrie (MS) a jejich zakladnich aspektech. Shrnuty jsou experimenty
vyuzivajici MS v kombinaci s ¢inidly pro vytvoreni pfiéné vazby, at uZ jde o tzv. molekulovad pravitka
(,molecular rulers”), ¢inidla pro vytvareni pficné vazby v ,nulové” vzdalenosti (,zero-length cross-
linkers“) nebo ¢inidla vyZzadujicici pro tento ucel fotoaktivaci vedouci k radikdlovym reakcim. V souladu
s experimenty v ramci pfipravy disertacni prace jsou shrnuty moznosti vneseni netypickych aminokyselin
do aminokyselinové sekvence rekombinantnich proteinli. Konecné je strucné rozebrana problematika
cytochromu P450, mechanismus pfislusné enzymové reakce a jeji vyznam. Text pfindsi mnoZstvi
informaci a pfitom je podan struc¢né a srozumitelné. V predstavené metodice studia struktury protein(
uzitim MS ale postradam zminku o H/D izotopové vyméné s pepsinovym $tépenim, ktera pfinasi data o
mobilité struktur, a také bych uvital shrnuti metodiky pro analyzu peptidovych sekvenci, nebot i ta byla
soucasti vyhodnocovani experiment(l. Autor by toto téma mohl komentovat pfi obhajobé.

Cile prace jsou jasné specifikovany — pripravit rekombinantni cytochrom bs s inkorporovanym reaktivnim
analogem methioninu a tento protein pak vyuzit ke studiu vzajemné interakce s cytochromem P-450 2B4
pomoci reakci vedoucich k tvorbé pficnych vazeb s nasledujici identifikace propojenych peptidovych
usekd hmotnostni spektrometrii.

Experimentani ¢ast disertacni prace shrnuje optimalizaci produkce rekombinantniho cytochromu bs za
Ucelem dosaZzeni maximalniho procenta inkorporace fotoaktivovatelného analogu pMet. Byly rovnéz
pfipraveny mutantni proteiny vzdy s jednim kédovanym methioninovych zbytkem, kde se inkorporoval
pMet. Interakce cytochromu P450 2B4 a cytochromu bs byla fixovana vytvorenim pri¢nych vazeb, a to
uzitim cinidla EDC pro informace o interakci katalytickych domén a radikalovou reakci prostrednictvim



svétlem aktivovaného pMet. Vytvorené zesitované komplexy obou protein( (vice variant danych
stechiometrii) byly separovany gelovou elektroforézou a podrobeny proteolytickému Stépeni a MS
analyze peptidd s pricnou vazbou. Z vysledk( bylo mozné odvodit tfi typy rozdilnych interakci, ke kterym
dochazi podle orientace cytochromu P450. Interakce byly visualizovdany postupy molekulového
modelovani. Nalezeny byly i intramolekulové pficné vazby vramci cytochromu bs. Stechiometrie
proteinovych komplex(i byla v jednom pripadé podrobena studiu pomoci analyzy aminokyselinového
slozeni.

K této ¢asti prace mam nasledujici dotazy:

1) Pro¢ nebyla pro vytvoreni pticnych vazeb vyzkousena i dalsi cinidla, zejména z kategorie
,molecular rulers“? Minimalné lysinové a karboxlatové zbytky jsou v sekvenci cytochromu b5
k dispozici v dostateéném poctu. Bylo by tak jisté mozné ziskat vice vzdalenostnich informaci.

2) Na str. 36 je komentovano, Zze peptidy s pficnymi vazbami nebyly analyzovany tandemovou
hmotnostni spektrometrii  kvlli nizkému vytézku. Nebylo moiné spojenim digestl
(,poolovanim®) z vice pasu z elektroforetického gelu tento nedostatek prekonat? Je samorejmé
do jisté miry skoda, Ze vysledky tohoto druhu nejsou prezentovany.

3) Kanalyze stechiometrie proteinového komplexu (str. 41-42); bylo by mozné obsah peptidd
pochdzejicich napf. z cytochromu bs kvantifikovat na zdkladé pridavku digestu znaceného
monomerniho standardu, a to i pouzitim MALDI-MS? Tim znadenim myslim napf. pomoci izotopu
80 inkorporovaného do peptidil v digestu béhem trypsinového $tépeni v H,"®0.

Mohu konstatovat, Ze autor prokdzal schopnost kritické prace s odbornou literaturou, samostatné
planovani a provadéni laboratornich experimentd, véetné jejich vyhodnoceni a diskutovani. Splnil tak
predpoklady, které jsou nutné k vypracovani védeckého spisu. Nedilnou soucasti celku disertacni prace je
i publikaéni aktivita autora v recenzovanych védeckych casopisech. Zavérem mého posudku je tak
doporuceni disertacni prace k obhajobé pfed odbornou komisi.
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