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Oponentsky posudek

na doktorskou disertaéni praci Mgr. Marie OlSinové nazvanou: ,,The effect of peptides

derived from protein transmembrane domains on membranes*

Hlavnim cilem ptedlozené doktorské disertatni prace Mgr. Marie OlSinové bylo studium
biofyzikalnich d&ju, které se podileji na regulaci organizace biologickych membrén,
konkrétné¢ vlivu transmembranovych peptidii na vlastnosti lipidové dvojvrstvy. Jedna se o
téma zajimavé a aktudlni vhledem ke stale nedostatecnému pochopeni téchto interakei.
Vysledky prace l1ze rozdélit na tii ¢asti. V prvni se autorka vénovala vyvoji fluorescencnich
znac¢ek umoznujicich studium vlastnosti membran, v druhé ¢asti se zamétila na vybér lipida,
které by umoznily optimalni studium transmembranovych peptidl, a tieti ¢ast je vénovana
biofyzikalni charakterizaci modelovych membran s transmembranovymi peptidy.

Disertacni prace Mgr. Marie OlSinové ma bez pfiloh 102 stran, je psana anglicky zkracenou
formou, tedy jako komentovany soubor publikaci doktorandky. Komentafe jednotlivych
publikaci jsou dostate¢né detailni a zahrnuji 1 obrdzky prezentujici klicové vysledky.
Celkovym rozsahem se tak tato disertacni prace blizi pracim psanym klasickou formou.
V teoretickém tvodu autorka popisuje zékladni vlastnosti bunééné membrany a modelovych
membran a dale principy metod fluorescenéni spektroskopie, které byly v praci pouzity.
Nasleduji cile prace, experimentalni ¢ast zalozend na ctyfech publikacich (tfi z nich jiz byly
publikovany), zavér a piehled citované literatury.

Prvni publikace se tyka charakterizace molekularnich rotort na bazi fluoroforu BODIPY.
Molekularni rotory obsahuji jak elektron-donorovou, tak i elektron-akceptorovou skupinu a
lze je pouzit jako sond pro studium membranové fluidity. To vSak vyzaduje, aby elektronova
excitace rotoru zplsobovala dostatecné velkou konformacni zménu doprovdzenou zménou
kvantového vytéZzku. V ramei této studie bylo pfipraveno nékolik variant molekulovych rotort
s BODIPY liSicich se poctem alifatickych fetézct a byla provedena detailni charakterizace
jejich fluorescencnich vlastnosti véetné urceni jejich umisténi v membranach rizného sloZeni.
Na zaklad¢ ziskanych dat bylo konstatovano, Ze pfipravené latky lze pouzit ke studiu
struktury (fluidity) membran. Nicméné diky nejednozna¢né lokalizaci sond v heterogenni
membrané a vlivu lipidového sloZeni na dobu Zivota excitovaného stavu je toto vyuziti
omezeno na membrany s jednoduchym ¢i ptesné danym slozenim.

V druhé publikaci byla studovéna tvorba a vlastnosti lipidovych nanodomén v modelovych
membranach prostfednictvim metod FCS, FLIM-FRET a Monte Carlo simulaci. Tvorba
nanodomén byla indukovana prostrednictvim B-podjednotky proteinového komplexu toxinu
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cholery. Tato studia ukdzala existenci nanodomén, které nejsou diky své velikosti
detekovatelné pomoci standardnich mikroskopickych technik.

Tteti Cast vysledk je tvofena dvéma publikacemi, které se zabyvaji interakcemi perifernich
a transmembranovych peptidu s lipidy. Nejdiive byl vypracovan postup pro urceni orientace
peptidt v lipidové dvojvrstvé metodou TDFS (Time dependent fluorescent shift) s vyuzitim
sondy Laurdan. V posledni publikaci se pak autorka vénovala studiu vlivu pfitomnosti
transmembranovych peptidi na vlastnosti membranovych lipidi. Jako modelovy systém byl
pouzit peptid LW21 a fosfolipid DOPC. Nésledné byl studovan vliv peptidu na dynamiku
lipidi. Bylo zjiSténo, Ze ptitomnost peptidu snizuje mobilitu lipidd a tim zvySuje viskozitu
membrany. Pro molekuldrni interpretaci byly néasledné provedeny MD simulace. Ziskané
vysledky ukézaly, Ze molekuly lipidid nespecificky a transientné interaguji s povrchem o.-
helikalniho peptidu, coz ma za nésledek jiz zminované zvyseni viskozity membrany a redukci
lateralni difuse membranovych komponent.

Prace je psana srozumitelnou angli¢tinou s minimem piekleptt a z formalniho hlediska je
zcela v potadku. Mgr. Marie OlSinova je prvni autorkou dvou ze ¢ty publikaci, které tvori
jadro disertacni prace. PfedloZzend disertacni prace tak jasn¢ ukazuje, ze Mgr. Marie OlSinova
ziskala zna¢né zkuSenosti v celé §ifi metod fluorescencni spektroskopie a jejich vyuziti pii
studiu fyzikéalné-chemickych vlastnosti biomembran.

Zavérem konstatuji:

PiedloZena doktorska disertani prace Mgr. Marie OlSinova pfedstavuje cenny pifinos nejen
ke studiu interakci transmembranovych peptidid s lipidy, ale i k vyvoji a vyuziti metod
fluorescen¢ni spektroskopie pro studium vlastnosti biomembran. Prace je psédna srozumitelng,
peclivé, vétSina vysledkl jiz byla publikovéna. Autorka ve své disertacni praci dokazala, Ze je
vyspélym védeckym pracovnikem, schopnym samostatné vyzkumné prace.

Jelikoz ptedlozena prace Mgr. Marie OlSinové vyhovuje vSem pozadavkim kladenym na
doktorskou disertacni praci, pln¢ ji doporucuji k piijeti.

V Praze 12. dubna 2018 prof. RNDr. Tomas Obsil, Ph.D.
Katedra fyz. a makromol. chemie
Prirodovédecka fakulta UK, Praha

K problematice diskutované v doktorské disertaéni praci mam nasledujici dotazy, které
jsou spise ndméty pro diskusi:

1. Pro¢ byl vybran pravé BODIPY pro pfipravu molekularnich rotorti? Vétsina
pfipravenych derivat (Obr. 13, Tabulka 1) vykazovala velmi nizké kvantové vytézky.
Muzete uvést n¢jaké dalsi vhodné fluorofory, které by se daly pro tento ucel vyuzit.



2. Napada Vs, jak by se dal vyfesit problém s preferencni lokalizaci BODIPY rotori do
oblasti membrany s vyssi fluiditou?

3. V druhé ¢asti vysledkt hovotite o pfipravé nanodomén pomoci ,,cross-linkingu®. Pod
timto pojmem si predstavim chemické zesiténi, tedy kovalentni spojeni riiznych
molekul ¢i skupin pomoci vhodnych cinidel. Vy jste ale vyuzila B-podjednotku
proteinového komplexu toxinu cholery. Jak pfesné¢ dochdzi ke vzniku nanodomén?
Nejedna se zde spise o velmi silnou nekovalentni vazbu lipidli na povrch proteinu?

4. Jednim z hlavnich zavért publikace €. IV je, Ze nespecifické a transientni interakce
annularnich lipidli s povrchem transmembranového peptidu ovliviuji viskozitu
membrany a lateralni difusi membranovych komponent. To se ale pon¢kud lisi od
klasického pohledu na annularni lipidovou vrstvu integralnich membranovych
proteint, kde se ptredpoklada, ze tyto lipidy interaguji s povrchem proteinu velmi silné
a proto je jejich mobilita znacné omezena. Muzete tento rozdil komentovat a vysvétlit
na jakém zadklad¢ predpokladate, ze interakce annularnich lipidi s TMD jsou
transientni?



