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Oponentsky posudek

na doktorskou diserta¢ni praci Mgr. Lucie Motlové nazvanou:

»Konformace adenylatcyklazového toxinu Bordetella pertussis*

Hlavnim cilem pfedlozené doktorské disertacni prace byla strukturni charakterizace RTX
(Repeats in toxin) domén RTX toxint riznych bakterii, porovnani ziskanych struktur s jiz
vyfesenymi RTX strukturami a vytvofeni modelu celé RTX domény CyaA. RTX toxiny jsou
virulentni faktory syntetizované riznymi skupinami Gram-negativnich patogent a diky tomu
patii mezi intenzivné studované proteiny. Diserta¢ni prace Mgr. Lucie Motlové se zaméiuje
na RTX domény &ty zastupcu skupin leukotoxinti a hemolyzint, jejichz producenti jsou
Bordetella pertussis, Escherichia coli, Aggregatibacter actinomycetemcomitans a
Actinobacillus pleuropneumoniae, tedy vyznamné savéi ¢i lidské patogeny. Z téchto divoda
je detailni strukturni analyza téchto toxint zadouci a aktualni téma.

Diserta¢ni prace Mgr. Lucie Motlové je psana ¢esky standardnim zptisobem a je ¢lenéna na
piehled literatury, material a metody, vysledky, diskusi, souhrn a pfehled pouzité literatury. V
ptehledu literatury autorka shrnuje zakladni fakta o RTX proteinech, zndmych strukturach
RTX toxinli a vice pozornosti pak vénuje nékolika vybranym RTX toxinim. Metodicka ¢ast
obsahuje pomérné detailni popis pouzitych metod v¢etné rentgenostrukturni analyzy. Kapitola
prezentujici vysledky préace je ¢lenéna do dvou c&asti, v prvni se autorka vénuje piipravé,
krystalizaci a rentgenostrukturni analyze RTX domén vybranych toxint, v druhé pak
vytvofeni modelu RTX domény CyaA a jeho srovnani s naméfenymi SAXS daty. Autorce a
jejim kolegim se podatilo vyfesit tfi Krystalové struktury s vysokym rozliSenim: RTX LtxA,
RTX CyaA blok 5 a RTX CyaA bloky 4 a 5. S pomoci téchto struktur byly nasledné
ptipraveny dva modely celé RTX domény proteinu CyaA, pficemz prvni model vyuzil ab
initio obalku vypoc¢itanou z dostupnych SAXS dat této domény.

Predlozend disertacni prace jasné ukazuje, ze vysledky Mgr. Lucie Motlové vyrazné
ptispély k detailni strukturni charakterizaci RTX domény RTX toxint. V ramci svého
disertacniho projektu ziskala Mgr. Lucie Motlova bezesporu bohaté zkuSenosti s pfipravou
rekombinantnich proteint, jejich krystalizaci a feSenim jejich struktury pomoci difrakce
rentgenového zafeni.
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Z hlediska forméalni podoby je prace psdna piehledné¢, nicméné se v ni (zejména
v kapitolach Material a metody a Vysledky) vyskytuje dost ptreklepi, zargonu, formula¢nich
nepfresnosti ¢i neobratnosti. Uvedu zde jen dva ptiklady. Autorka v préci ¢asto pouziva termin
,,gelova filtrace, toto je vSak hantyrka a korektni ndzev této metody je ,,gelova permeacni
chromatografie“. Dale autorka pouziva s oblibou termin ,,loveni krystali®, vhodnéjsi by vsak
bylo ,,pfeneseni ¢i vyjmuti krystali“. Také bych pfivital o néco obsahlejsi diskusi, kde by
mohla autorka lépe vysvétlit, v éem nové struktury piispély k pochopeni funkce RTX toxind.
Nicméné tyto drobné formalni nedostatky celkovou kvalitu préce nijak nesnizuji. Vysledky
prace byly publikovany ve velmi kvalitnich mezinarodnich ¢asopisech s IF véetné jedné
Vv prestiznim ¢asopise Molecular Cell. Na jedné z téchto publikaci je Mgr. Lucie Motlova
prvni autorkou.

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

1. V kapitole 2.1.4 na strané 22 uvédite ,,... baleni RTX domén do nativni konformace je
do zna¢né miry proces pohanény snizenim entropie C-konce*. Mohla by autorka toto
tvrzeni vice vysvétlit? SniZeni entropie C-konce RTX domény (tedy zaporna hodnota
AS) bude neptiznivé piispivat k hodnoté AG procesu sbaleni domény, takze tézko
muzZe byt faktorem ,,pohané&jicim* proces shalovani RTX domeén.

2. Mohla by autorka vysvétlit fyzikalné-chemicky princip krystalizace proteinii metodou
difuze par?

3. Pro¢ byl pro molekulové nahrazeni pii feSeni fazového problému pouzit zrovna
program Phaser?

4. V kapitole 3.3.4.2 na stran¢ 43 tvrdite, Ze béhem rafinovani struktur jste se snazila
ziskat model s nejvyss§i moznou hodnotou R-faktoru, Rge-faktoru a RMSD od
idealnich délek vazeb, uhli a planarity. Jste si jista, Ze vasim cilem byla opravdu
maximalizace téchto parametri?

5. V kapitole 3.2.1.9 na str. 38 uvadite, ze béhem gelové permeaéni chromatografie byla
sledovana absorbance pii 220 nm, tedy ne pfi obvyklych 280 nm. Byl k tomu n&jaky
divod?

6. V kapitole 4.1.3.3 uvadite, Ze jste méla problém s feSenim fazového problému u TRX
LtxA, ktery se pozdgji podatilo vytesit doc. P. Kolenkovi. Muzete specifikovat v ¢em
se lisil vas pfistup od pristupu doc. Kolenka?

7. Na obr. 22 prezentujete shodu SAXS obalky RTX bloku 4-5 s krystalografickou
strukturou 6SUS.pdb. Byla ovéfovana i1 shoda teoretické rozptylové kiivky
(vypocitané z krystalové struktury) s experimentalnimi rozptylovymi daty?

8. Pro¢ byl pfipraven druhy model RTX domény CyaA (obr. 24B na str. 62)? Prvni
model (obr. 24A) je validovan prostfednictvim SAXS dat a pravdépodobné 1épe
reprezentuje strukturu této domény v roztoku.

9. Jak si vysvétlujete skutecnost, ze velikost sekretovaného proteinu koreluje s poctem
RTX repetic nutnych pro jeho translokaci?

Zavérem konstatuji:
Piedlozena doktorska disertatni prace Mgr. Lucie Motlové piedstavuje cenny piinos
k strukturni charakterizaci RTX toxind. Prace je psana srozumitelné, vSechny vysledky prace
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byly publikovany. Autorka ve své doktorské disertaéni praci dokazala, ze je vyspélou
védeckou pracovnici, schopnou samostatné vyzkumné prace.

Jelikoz predlozena prace Mgr. Lucie Motlové vyhovuje vSem pozadavkium kladenym na
doktorskou diserta¢ni praci, plné doporucuji jeji piijeti k obhajobé.
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