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Oponentsky posudek na praci

“Vyvoj inhibitort proteas z rodiny rhomboidt jako nastroji pro studium jejich
biologickych funkci”

(disertac¢ni prace)

Mgr. Anezka Ticha

Pani Mgr. Anezka Tichd piedklada disertaéni praci, vypracovanou na Ustavu
organické chemie a biochemie AV CR pod vedenim Ing. Kvida Stéi§ovského, PhD. Prace je
piedkladana jako soubor 4 publikaci opatieny velmi pichledné zpracovanym Uvodem,
struénym shrnutim pouZitych metodik, shrnutim vysledku jednotlivych publikaci s jasné
vyznacenym vlastnim pifispévkem disertantky a zdvérecnou diskusi. Ptestoze je tedy prace
podavéana jako soubor publikaci, disertantka této pfilezitosti vyuzila k tomu, aby své téma na
vice nez 80 stranach zasadila do souvislosti vyvoje oboru.

V uvodu autorka shrnuje soucasny stav problematiky. Zabyva se rhomboidy,
mimofadné zajimavou rodinou proteolytickych enzyml aktivnich uvnitf plasmatické
membrany. O tom, Ze se uvniti membran vyskytuji proteolytické enzymy, které tam dosud
nezndmych mechanismem hydrolysuji své substraty, se spekulovalo uz v 90. letech

minulého stoleti, ale tato piedstava byla enzymology casto zpochybfiovana nebo i



zesméSnovana: hydrolysa vryze hydrofobnim prostiedi plasmatické membrany byla
povazovéana za nemoznou. AZ na prelomu stoleti se objevily jasné experimentdlni dikazy
pro intramembranovou proteolyzu amyloidniho prekursorového proteinu gama sekretasou, a
praveé pro Stépeni membranoveé vazaného rastového faktoru u Drosofily transmembranovou
serinovou proteasou nazvanou Rhomboid 1. Je pfiznacné, ze tyto klicové objevy publikovali
neurobiologové (v pifipadé gama sekretasy) a genetici (v piipadé rhomboidi), nespis diky
tomu, ze jim nedostatek enzymologického vzdélani zabranil v tom, aby si uvédomili, jak
prevratné jejich pozorovani je.

Dnes zname intramembranové proteasy Ctyf rtznych velkych rodin s riznymi
mechanismy G¢inku a fadou vyznamnych specifickych substrati. Brzo se prokazalo, Ze
intramembranové proteasy hraji kliCovou pii regulaci tak dulezitych déju jako je
neurodegenerace, parazitarni invaze nebo bunécéna diferenciace, a publikace o téchto novych
typech proteas se objevovaly v ¢asopisech jako Science nebo Cell. VEétSina z nas, ktefi jsme
to pole se zajmem pozorovali, nepochybovala o tom, Ze se tento vyzkum bude dynamicky
rozvijet a rychle se objevi cela fada biologickych modelt a medicinalnich aplikaci. Po skoro
dvaceti letech mam pocit, Ze k tomu tak Gplné nedoslo; na trhu neni zadné 1é¢ivo, které by
bylo zaloZeno na blokovani aktivity intramembranové proteasy (velké klinické pokusy
s inhibitory gama sekretasy pro 1é€bu Alzheimerovy choroby velkolepé selhaly), strukturni
informace o rhomboidech se stale viceméné omezuji na studium rhomboidu GlpG z E. coli,
objevy novych substratli a biologickych roli intramembranovych ptibyvaji pomérné¢ pomalu
— aspon vidéno zpétn¢ optimismem z pielomu stoleti. Podle mne je hlavnim divodem tohoto
(relativné)  pomalého  postupu  mimofddna  experimentdlni  obtiZznost  prace
s intramembranovymi enzymy, a hlavné nedostatek chemickych nastroji pro jejich studium.
Jak disertantka velmi pékn¢ shrnuje v Gvodu své prace, aktivitni eseje rhomboidu, které byly
dosud dostupne, byly velmi pracné, neumoziovaly uspotfadani pro sériové testovani velkych
sérii latek (,,high-throughput testing*), a dosud jsme neméli k disposici specifické a uc¢inné
inhibitory, pouZitelné v tkanovych kulturach nebo na bunéénych modelech. Pravé tyto
nastroje se rozhodla vyvinout v ramci své disertacni prace Mgr. Ticha: jak jsem se snazil
vysvétlit v pfedchazejicich odstaveich, vyznam tohoto tikolu je pro dalsi rozvoj oboru zcela

klicovy.

Cilem piedkladané prace bylo tedy nalezeni novych, citlivych a specifickych

substrati rhomboida, vhodnych pro ,high throughput screening®, a vyvinuti robustni



aktivitni eseje. Dal$im cilem bylo nalezeni u€innych a selektivnich inhibitord rhomboidl a
jejich kineticka a strukturni charakterisace.

S potésenim konstatuji, ze se oba cile podafilo svrchovanym zpiisobem splnit.
V predkladané disertaci jsou vysledky shrnuty ve ctyfech publikacich ve Spickovych
casopisech biologické a medicinalni chemie: v ¢asopise Journal of Biological Chemistry (1.
autorka), Cell Chemical Biology (1. autorka), Biochemistry (spoluautorka) a Bioorg. Med.
Chem. Letters (spoluautorka). Je tieba zdiiraznit, Ze Anezka Ticha je spoluautorkou dalSich
dvou publikaci, které se tykaji pfedmétu disertace (krasné a velmi cenné review v Trends in
Biochemical Sciences a dalSi publikace v Bioorg. Med. Chem. Lett.). Anezka se navic
podilela na dalsich tfech dilezitych farmakologickych pracech pochazejicich jesté z doby
jejiho pusobeni ve skupiné¢ Dr. Maletinské na UOCHB. Pohledem do Web of Science
zjisStujeme, Ze je autorkou deviti publikaci se 75 citracemi a ma H-index 5. Vid¢l jsem
habilitace, které vypadaly scientometricky mnohem hui.... Ve vSech piipadech jde o velmi
dobré mezindrodni casopisy s velmi naroénym recensnim fizenim, které vétSinou predstavuji
naprostou Spicku v oboru.

Za nejdulezit€jsi cast této disertace povazuji praci v Cell Chemical Biology, ktera
popisuje navrh a vyvoj zatim nejucinnéjSich selektivnich inhibitorG rhomboidd, které byly
dosud popsany. Autorka k tomuto cili vyuZila poznatky o substratové specifité rhomboidi,
shrnuté ve své predchozi praci vJ. Biol. Chem. Za obzvlast brilantni napad povazuji
rozhodnuti pokracovat ve vyvoji inhibitori zalozenych na ketoamidové ,hlavici®, ackoli
ketoamidy nebyly nejucinnéjsi skupinou testovanych inhibitorti; autofi velmi spravné dali
pfednost moznosti modifikovat — strukturu inhibitoru pted piimocafe aritmetickym
vyhodnocenim ucinnosti.

Z formalniho hlediska je prace velmi dobra: ma velmi kvalitni obrazkovy aparat,
prace ma dost malo pieklepti a pokud mohu soudit, angli¢tina je velmi dobra.

Metodické ptistupy shrnuté struéné v disertaci jsou adekvatni a pomohly k ziskani
zcela unikatnich vysledkd, kriticky diilezitych pro dalsi vyvoj oboru: to se u disertaci nepise
prilis Casto, ale jsem si jist, ze v tomto pripad¢ jsou ta slova na misté. Podatilo se pfipravit
metodické nastroje, které poskytly dulezité informace pro vztah mezi strukturou a aktivitou
rhomboidil a budou bezpochyby hojné vyuzivany celou védeckou komunitou SirSiho oboru.
Aktuélnost tématu a jeho suverénni zvladnuti svédéi o mimofadné metodické pokrocilosti a
experimentalni suverenité skolici laboratofe. I to je tfeba pfiCist disertantce k dobru: vybér
Skolitele a laboratote patii ke kvalifikaci dobrého postgraduédlniho studenta.

K této praci mam jen nekolik drobnych ptipominek a dotazi:



1/ Ketoamidové inhibitory rthomboidii maji zajimavy a netrivialni mechanismus
ucinku. Na stran¢ 51 se popisuje mechanismus nové pfipravenych inhibitor jako
nekompetitivni reversibilni. Obrazek 4E (Ptiloha 2), ktery to ma dokumentovat, byl vSak pro
mne nejasny a ani jeho legenda pfiili§ nepomohla. Mohla by disertantka ten mechanismus
ucinku blize komentovat? V té souvislosti: jak vysvétli, ze i pfes nekompetitivni
mechanismus G¢inku studovala selektivitu svych inhibitori pomoci kompetice s jinymi
inhibitory (EnPlex, obr. 21, str. 51)?

2/ Jak sama autorka experimentalné prokazala, mechanismus inhibice rhomboida
inhibitory odvozenymi od sacharinu se li§i od jinych serinovych proteas, nebot zjevné
nedochézi ke vzniku kovalentni vazby na His254 (str. 53 a Ptiloha 3). Obrazek 22B na str.
53 a ptislusna legenda jsou tedy zavad¢jici, toto neni mechanismus inhibice rhomboidd.

3/ obecnéjsi otazka k diskusi: planuje disertantka (nebo laboratot Skolitele) vyuzit
své ,modularni a obecné strategie” vyvoje inhibitori rhomboidd pro vyvoj sloucenin
potencialné pouzitelnych pro terapii (inhibice Plasmodia pii malarii, naptiklad, o které se
v Diskusi své prace piimo zmifuje)? Lze vyuzit téchto inhibitort pro pfipravu ,activity

based probes* pro visualisaci a identifikaci rhomboidi in vivo?
Na zavér s potéSenim konstatuji, ze predlozena disertacni prace Mgr. Anezky Tiché

zcela naplnuje i velmi naro¢né poZzadavky, byla by ozdobou Spickovych zahrani¢nich

pracovist’ v oboru, a plné ji proto doporucuji k obhajobé.

V Praze, 18.4. 2019 Jan Konvalinka
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