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Oponentsky posudek doktorské disertacni prace Mgr. Anezky Tiché
»Development of rhomboid protease inhibitors as tools for cell biology*

Doktorska diserta¢ni prace Mgr Anezky Tiché sestava z uvodniho textu a ptiloh — separati
publikaci z velmi kvalitnich ¢asopist, na nichz se disertantka spoluautorsky podilela. Formaln¢ je
prace velmi dobie a peclivé formalné presentovana, je piehledna, psana dobrou anglictinou, ctenaii
napomaha seznam pouzitych zkratek. Velmi uzite¢nym prezentacnim instrumentem jsou rovnéz
autorkou pfipravena rozsifena abstrakta, provazejici jednotlivé prace v ptilohach disertace.

Rhomboidy piedstavuji skupinu ,,molekularné a funkéné* méné obvyklou (ov§em velmi
zajimavou) intramembranovych proteas (a pseudoproteas), s postupné odkryvanym biologickym
poslanim a medicinskym potencidlem. V piipadé enzymove aktivnich ¢lent této skupiny jejich
struktura a ulozeni v membrané€ pon¢kud komplikuji jejich metodické uchopeni. Proto trva potieba
vyvoje nastroju pro jejich dalsi studium: vhodnych substratt (jejichz soucasné spektrum ma mnoho
limit) a ac¢innych specifickych inhibitord, pro pfipad biologickych studii netoxickych (které dosud

de-facto dostupné nejsou viibec).

Uvodni &ast prace skvéle popisuje skupinu rhomboidii, jejich nomenklaturu, vlastnosti,
distribuci, lokalizaci, katalyticky mechanismus. Tato state of the art ¢ast zahrnuje informace o
studovanych molekulach, jejich (potencialnich) inhibitorech, konceptech jejich mozného vyvoje a
mapuje limity soucasnych syntetickych substrati. Popis in vitro stanoveni aktivit rhomboidi je
provazen odkazy na strukturné-funkéni vztahy substrati a chysta vychodisko pro vlastni praci
predkladatelky, sméfujici k racionalnimu designu a funkénimu ovéfeni substratii a inhibitorti novych.

Uzity metodicky arsenal pIn¢ odpovida potiebam definovanym cili prace. Spektrum metod je
imponujici a opira se jak o vlastni zazemi pracovisté navrhovatelky, tak o Zivou spolupraci s dal§imi
klicovymi védeckymi skupinami, s nimiz ma skupina $kolitele dlouhodobou a produktivni spolupraci
(napiiklad feSeni krystalovych struktur, ¢i nékteré syntetické piistupy a docking studie).

Vysledky prace jsou rozvinuty v publikacich provazejicich disertaci. Za velmi impresivni
povazuji i autorské tymy publikaci, kde je disertantka prvnim autorem a jejimi spolupracovniky jsou
renomovani védci ,,proteaiské* oblasti z nékolika stati. Vysledky ziskané racionalni analyzou

strukturné-funkénich vztahil (v nékterych ptipadech vyuzivajici SW predikce) generuji fluorogenni



substraty vhodné pro high throughput screening a inhibitory (tii skupiny, véetné kandidatua per
analogiam vhodnych pro eventualni klinické vyuziti), jejichz dalsi charakterizace, po¢inaje
molekularnimi interakcemi mezi enzymem a substratem az po in vivo analyzy jednozna¢né prokazuje
vyuzitelnost nové vytvotrenych originalnich molekul pro poZzadované aplikace ve studiu biologickych
vlastnosti rhomboidu, véetné jejich hydrolyticky neaktivnich variant. Zaroven vysledky ziskané
S novymi precizné charakterizovanymi substraty piispely k dal§imu detailnimu poznani katalytickych
mechanismt thomboidi.

Vysledky prace predstavuji evidentni piinos pro oblast vyzkumu rhomboidi, véetné piesahu
do aplikaci jak z hlediska rozsiteni experimentalniho instrumentaria, tak i jako pfislib pro budouci

medicinalni chemii.

Préce jednoznacné naplnila vSechny ve svém uvodu deklarované cile, pfinesla zasadni
poznatky a rozsitila portfolio ,,proteaiského vyzkumu® nejen o perfektné charakterizované, ale i nové
patentoveé chranéné latky. Dokumentace spojena s disertaci — odkaz na dalsi kvalitni publikace nad
ramec péti ptimo s projektem spojenych paperti - zaroven prokazuje Siroké propojeni prace petenta

S dalSimi projekty jeho domovského pracoviste.

Na zakladé zjevné zavaZnost tématu a ZASADNIHO p¥ispéni kandidéta k poznani v oboru
s pot&enim a bez vyhrad DOPORUCUJI praci pfijmout jako podklad pro udéleni hodnosti
PhD.

Pro diskusi predkladam nasledujici otazky, poznamenané mou pfedevsim biologickou a medicinskou

orientaci:
Petentka zminuje vyznam rhomboidl v patogenesi nékolika onemocnéni (pfedevsim malarie a
neurodegenerace). Dokaze si predstavit systémovou inhibici rhomboidi jako klinicky vyuzitelny

koncept?

V praci je zminén, dosud spiSe hypoteticky, vyznam rhomboidii pro signalizaci cestou EGFR.

Proc¢ tuto signalni cestu zminuje striktné v souvislosti s patogenesou kolorektalniho karcinomu?

V Praze, 18.4.2019 Prof. MUDr. Aleksi Sedo, DrSc
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