Posudek na disertaéni praci Ing. Leony Svecové
“X-ray structural analysis of flavin- and Cu-dependent oxidoreductases
for biotechnological and medical purposes”

Disertaéni prace Ing. Leony Svecové se zabyva dvéma enzymy, které spojuje potencidlni
biotechnologicka aplikace vyuzivajici jejich schopnosti oxidace riznych latek. Jedna se
o oxidoreduktazu z houby Chaetomium thermophilum (CtFDO), coZ je enzym degradujici
lignocelulézu. Daéle je to bilirubin oxidaza z rostlinného patogenu Myrothecium verrucaria
(MvBOx). Oba enzymy byly ziskany od firmy Novozymes. Strukturni analyza, méfeni
katalytickych aktivit a biofyzikalni charakterizace obou enzym@ mé za cil pochopit princip
funkce té€chto enzymd.

Préce na bilirubin oxidaze navazuje na diplomovou praci Ing. Leony Svecové a na star$i prace
jinych autorti. Pomoci monokrystalové rtg. difrakéni analyzy byly vyfeSeny t¥i nové struktury
bilirubin oxidazy (PDB kody 613K, 613] a 613L), a to struktura s ligandem, struktura s mutaci ve
vazebném misté a struktura s mutaci i ligandem. Pozornost je vénovana pochopeni vyznamu
neobvyklé kovalentni vazby Trp396-His398 v aktivnim misté enzymu.

Préace na oxidoreduktaze CtFDO je zcela nova. Jedna se o enzym, ktery nebyl doposud popsan a
jehoz substrat neni znam. Ing. Leona Svecovd vénovala velké Gsili jeho charakterizaci a
pokusiim o nalezeni substratu, ktery nakonec nalezen nebyl, pfestoze bylo testovano asi 1000
potencialnich substratl. Proto kromé rtg. struktury tohoto enzymu (PDB koéd 6ZE2) vyfteSila Ing.
Leona Svecové sérii struktur s navdzanymi fragmenty (PDB kédy 6ZE3, 6ZE4, 6ZES, 6ZE6,
6ZE7 a 7TAA2), coz umoznilo ziskat predstavu o charakteru substratu enzymu a o zpiisobu jeho
vazby.

Ing. Leona Svecova vykonala predkladanou prici samostatné: méfeni aktivit, charakterizaci
enzymi (velikost, oligomerizace, vliv deglykosylace, spektrometrie flavinu v aktivnim misté
CtFDO), krystalizaci, méfeni difrakce, feSeni struktur. Jeji prace byla doplnéna v téchto
aspektech: Enzymy byly produkovany a purifikovany ve firmé Novozymes. Bilirubin oxidaza
byla vykrystalizovana Mgr. Tomasem Koval'em, PhD. Velkokapacitni screening aktivit CtFDO
byl proveden v laboratofi Mgr. David Sedldka Ph.D. a hmotnostni fotometrii naméfila Sofia
Ferreira, PhD. Dalsi méfeni byly provedeny v ramci sluzeb/(hmotnostni spektrometrie).

Predkladand prace ukazuje schopnost samostatné védecké prace a doporuCuju jeji pfijeti
k obhajobg.
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