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Oponentsky posudek

na doktorskou diserta¢ni praci Ing. Leony Svecové nazvanou:
»X-ray structural analysis of flavin- and Cu-dependent oxidoreductases for

biotechnological and medical purposes*

Hlavnim cilem piedlozené doktorské disertacni prace byla strukturni charakterizace FAD-
dependentni oxidoredutasy z houby Chaetomium thermophilum (CtFDO) a biliruboxidasy
z rostlinného patogenu Myrothecium verrucaria (MvBOXx). V obou piipadech se jedna o
enzymy zajimavé z hlediska biotechnologického vyuziti, CtFDO v procesu degradace
lignocelulosy, MvBOx ma =zase aplikacni vyuziti v hybridnich palivovych ¢lancich,
biosensorech ¢i ptfi odstranovani syntetickych barviv. Z téchto diivoda je detailni strukturni
analyza téchto enzymu zadouci a aktualni téma.

Disertaéni prace Ing. Leony Svecové je psana anglicky klasickym zptisobem a je ¢lenéna
na literarni uvod, cile prace, ptehled pouzitych metod, ptehled hlavnich vysledki prace,
diskusi, zavér a prehled pouzité literatury. V rdmci literarniho prehledu autorka nejdiive
popisuje principy metod biofyzikalni charakterizace proteini s diirazem na rentgenostrukturni
analyzu, coZ je nasledovano informacemi o studovanych enzymech. Kapitola prezentujici
vysledky prace je Clenéna do dvou bloki, prvni pfedstavuje vysledky tykajici se CtFDO,
druhy MvBOx. V piipadé¢ CrFDO autorka pracovala jak s plné¢ glykosylovanou, tak i
deglykosylovanou formu enzymu, provedla screening knihovny moznych substrati CtFDO a
vyreSila krystalové struktury deglykosylované formy enzymu s navazanym kofaktorem FAD
a dale sedmi komplexti CfFDO s riznymi fragmenty. Tyto vysledky ukazaly, ze CtFDO ma
Siroce oteviené aktivni centrum obsahujici unikdtni His-Ser par. Struktury komplext
naznacily polohu nékolika vazebnych mist pro substrat(y), které pfednostné vazi aromatické
uhlovodiky. To spolu s konformacni flexibilitou naznacuje, Ze substrat tohoto enzymu bude
mit komplexni polyaromaticky charakter. V ramci screeningu moznych substratli se vSak
nepodafilo identifikovat vhodny substrat tohoto enzymu.

V ramci druhého bloku vysledkt autorka prezentuje krystalové struktury enzymu MvBOXx,
které ukazaly ptitomnost kovalentniho cross-linku mezi W396 a H398 v aktivnim centru,
ktery hraje kliCovou tlohu pii oxidaci bilirubinu a substituovanych fenolt. Struktury MvBOx
s navazanym iontem ferrikyanidu umoznily identifikaci vazebného mista pro substrat.

Piedlozend disertadni prace jasné ukazuje, ze vysledky Ing. Leony Svecové vyrazné
pfisp€ly k detailni strukturni a funkéni charakterizaci obou studovanych oxidoreduktas. V
ramci svého disertaéniho projektu ziskala Ing. Leona Svecovéa bezesporu bohaté zkusenosti
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s krystalizaci proteint a feSenim jejich struktury pomoci difrakce rentgenového zareni. Kromé
rentgenostrukturni analyzy se seznamila i s fadou metod biofyzikalni charakterizace proteind.

K formalni podob¢ prace nemédm zadné zavazné pfipominky, prace je psana pichledné s
nizkym vyskytem pieklept ¢i formulacnich neptesnosti. Rad bych vyzdvihl vysokou kvalitu
strukturnich obrazka. Vysledky prace byly publikovany v mezinarodnich ¢asopisech s IF. Na
jedné z tdchto publikaci je Ing. Leona Svecova prvni autorkou.

K problematice diskutované v doktorské disertacni praci mam nésledujici dotazy, které jsou
spiSe naméty pro diskusi:

1. V praci uvadite, Ze glykosylace rekombinantné¢ ptipravené CtFDO by mohla byt
diivodem absence enzymové aktivity. Pro¢ tedy byl screening moznych substrat
proveden s plné glykosylovanym enzymem a deglykosylovany byl pouzit jen pro
nékolik vybranych substrati?

2. Je n¢&jaky rozdil v glykosylaci CfFDO izolované z ptivodniho organismu Chaetomium
thermophilum a rekombinantné ptipravené v Aspergillus oryzae?

3. Je mozné, Ze by katalytickd funkce CfFDO vyZadovala krom& FAD piitomnost jeSté
néjakého dalsiho kofaktoru?

4. 'V kapitole 6.3 uvadite, Ze pouzitd metoda stanoveni aktivity CtfFDO pomoci ROS-Glo
H>0O: neni optimalni vzhledem k moznosti vazby benzothiazolové skupiny enzymem.
Pro¢ tedy byla pouzita pravée tato metoda ke sledovani enzymové aktivity CtFDO?

5. Zavislost reakéni rychlosti MvBOx na koncentraci substratu byla sigmoidalni pouze v
ptipad¢ bilirubinu. Existuje pro tento odklon od kinetiky Michaelise-Mentenové (a
pfitomnost allosterie) né&jaké mechanistické vysvétleni? Souvisi to néjak s cross-
linkem mezi W396 a H398 v aktivnim centru?

Zavérem konstatuji:

Piedlozena doktorska disertaéni prace Ing. Leony Svecové predstavuje cenny piinos
k strukturni a funk¢ni charakterizaci oxidoreduktas. Prace je psana srozumitelng, peclivé,
vSechny vysledky prace byly publikovany. Autorka ve své doktorské disertacni praci
dokazala, Ze je vysp€lou védeckou pracovnici, schopnou samostatné vyzkumné prace.

Jelikoz predlozena prace Ing. Leony Svecové vyhovuje viem pozadavkéim kladenym na
doktorskou disertacni praci, pln¢ doporuéuji jeji piijeti k obhajobé.
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