Posudek na disertacni praci Mgr. Renaty Ptackové

Aplika¢ni potencial modifika¢nich metod (chemicka ¢inidla, foto-nanosondy) a
hmotnostni spektrometrie pro studium struktury proteini a jejich vzajemnych vztahua

Predklddand disertatni prace se zabyva studiem struktury a zejména interakci
proteinovych komplexi s vyuzitim sitovacich technik v kombinaci s hmotnostné-
spektrometrickou analyzou. Zaméfuje se pfedev§im na novou sitovaci techniku — in vivo
inkorporaci foto-aktivovatelnych analogii aminokyselin do sekvence studovaného proteinu
béhem rekombinantni exprese Vv bakterialnich bunkach. Konkrétné jde o foto-aktivovatelny
analog methioninu. V prvé ¢asti prace se doktorandka zabyva optimalizaci této metody a
nasledné jeji aplikaci na studium interakce mezi podjednotkami lidského regula¢niho proteinu
14-3-3zeta.

Dalsi ¢ast prace se vénuje strukturné funkénimu studiu biotransformacnich enzymu -
systému oxygenas se smiSenou funkci. Tyto enzymy hraji kli¢ovou roli v metabolismu
xenobiotik v lidském organismu. Jejich studium mé tedy velky vyznam. Technika sitovani
pomoci foto-aktivovatelného methioninu, spole¢né jesté s metodou chemického sitovani
pomoci EDC a hmotnostni spektrometrie, byla vyuzita k charakterizaci membranového
komplexu krali¢iho cytochromu P450 2B4 s cytochromem bs a urCeni stechiometrie
vytvofenych oligomernich komplexi.

Lze tedy jednoznatné konstatovat, Ze téma disertacni prace bylo zvoleno vhodné,
jelikoz studium protein-proteinovych interakci za nativnich podminek ma velky vyznam.
Protoze znalost prostorového uspotradani proteinti je nezbytnd k pochopeni jejich funkce.
Uplatnéni této metody pii studiu nejriznéjsSich proteinli mize ptispét k objasnéni regula¢niho
mechanismu mnoha bunécnych procest.

Uvod prace je prezentovan &tivou formou véetné nazornych obrazkd a odkazii na
literaturu i pfedchozi prace $kolitele a spolupracovnikii. Ctenat je uveden do problematiky
studia struktury proteinti. Ocefiuji zejména, ze jednotlivé metody jsou srozumitelné popsany,
véetné uvedeni jejich moznych aplikaci, vyhod a zépord. Cile prace jsou jasné definovany,
vyplyvaji z informaci v Givodni Casti a navrzeny postup je v souladu se soucasnymi trendy
vyzkumu v této oblasti. Vysledkova ¢ast je rozdélena na Ctyfi dobie se dopliujici kapitoly s
komentaii ke tfem clankim publikovanych v recenzovanych Casopisech. Zavéry jsou jasné
formulovany a zcela odpovidaji dosazenym vysledklim. Mezi hlavni a origindlni vysledky
patii:

1) optimalizace inkorporace foto-aktivovatelného methioninu do sekvence 14-3-3zeta
proteinu a identifikace novych kontaktli mezi aminokyselinami v domén€ homodimeru tohoto
proteinu

2) identifikace dvou moznych orientaci katalytickych domén cytochromi P450 2B4 a cyt bsa
stanoveni jejich molarnich poméri v komplexu



Disertacni prace je doplnéna seznamem literatury a jednotlivymi clanky ve formeé
ptilohy. Zde je také u kazdé publikace kratké vyjadieni k podilu doktorandky na dané
publikaci. Tento podil je ve vSech ptipadech vyznamny a zieteln¢ zdivodnuje postaveni
doktorandky v potadi autort.. Prace puisobi ucelené, je peclivé zpracovana po strance faktické
i formalni. Také autoreferat je vypracovan peclive a spliiuje svoji funkei.

K praci mam niasledujici otdzky:

1) Jak by podle Vaseho nazoru vypadala situace u lidskych orthologti cytochromui P450 2B4
a cyt b5? Ocekavala byste obdobné vysledky z hlediska orientace katalytickych domén a
molarnich pomér obou enzyma?

2) Muzete shrnout, pro¢ pravé methionin byl vybran jako idealni aminokyselina pro danou
techniku sitovani? ZkouSeli jste k tomu vyuzit i jiné aminokyseliny? V praci zminujete
leucin.

3) Lisi se podle Vaseho nazoru molarni pomér mezi cytochromem b5 a cytochromy P450 v
ramci jedné podrodiny cytochromi P450? (Mohl by byt v rdamci celé jedné podrodiny
cytochromit P450 molarni pomeér s cytochromem b5 obdobny nebo je to cisté vec kazdého
jednotlivého enzymu?)

PiedloZena disertaéni prace dle mého nazoru splnila sviij ucel, protoZe autorka
prokazala schopnost samostatné védecké prace. Vzhledem k vySe uvedenym
skute¢nostem a uverejnénym €lankim v mezinarodnich recenzovanych ¢asopisech plné
doporucuji doktorskou praci Mgr. Renaty Ptackové prijmout k obhajobé.

V Praze dne 23.12.2014 RNDr. Katefina Levova, Ph.D.



