Posudek na disertacni praci Mgr. Lucie Motlové , Konformace adenylatcykldzového toxinu Bordetella

pertussis.”

Doktorandka se v predloZené préci vénuje struktufe RTX domén vybranych RTX proteint a roli,
jakou ma baleni RTX domény do nativni konformace pfi sekreci téchto proteinll. Z dlivodu ocekavané
strukturni analogie v C-termindlni oblasti proteint (,,The C-Terminal RTX Folding-Nucleating Capping
Structure Scaffold”) byly pro krystalizaci prislusnych RTX domén vybrany 4 RTX toxiny rdznych bakterii.
Struktury RTX domén proteind Apxl a Hly se ziskat nepodafilo. Podafrilo se ziskat krystaly a vyresit
strukturu RTX domény proteinu LtxA a strukturu RTX domén proteinu CyaA, a to konkrétné RTX bloku
5 a RTX blok( 4 a 5. Struktury RTX CyaA blok( jsou prezentovany jako soucast dvou publikaci
doktorandky, pficemz u jedné z téchto publikaci je doktorandka prvni autorkou. Ostatni predlozené
publikace (6 publikaci) se z hlediska tématu tykaji jiné oblasti, Fesi se v nich struktura komplex(
inhibitor( nebo aptameru s proteiny dalezitymi pro rozvoj vaznych onemocnéni. Doktorandka se na
téchto publikacich podilela krystalizaci pfislusnych komplexti nebo pti feSeni jejich struktur.
Doktorandka tak prokazala schopnost védecké prace v této nelehké oblasti biologického vyzkumu, kde
nelze vzdy zarucit Uspésné splnéni vytycenych cill, coZ zavisi na nalezeni optimalniho protokolu pro

purifikaci a krystalizaci konkrétniho proteinu.

V prvni ¢asti disertacni prace je proveden Prehled literatury poskytujici priméreny uvod do
studované problematiky. Ke srozumitelnosti by pfispéla jesté jedna zavérecna editorska kontrola textu,
viz posledni odstavec kapitoly 2.1.3, str. 19 nebo nechténé vioZeni popisku obr. 6 do textu v kapitole
2.2.2, str. 24. V kapitole 2.1.3 vénované sekreci RTX toxinG bych uvital zminku o energetice
transportniho procesu, viz otdzky v zavéru posudku. Dale prace obsahuje bohaty pfehled metod
nezbytnych pro krystalizaci a feseni struktur proteinovych konstruktd. Tento prehled dokumentuje
laboratorni a bioinformatickou narocnost krystalografie proteini. Ve Vysledcich doktorandka
prezentuje vysledky purifikace a krystalizace proteinovych struktur. V ptipadech, kde byl krystalizaéni
proces Uspésny, provadi popis obdrzenych struktur. Klicovym vysledkem predkladané prace, ktery ma
vyznam pro studium funkce a sekrece studovaného CyaA toxinu, je vytvoreni dvou atomarnich model(
celé RTX CyaA domény na zakladé krystalografickych struktur RTX CyA domén a s vyuZitim dat
ziskanych pomoci malouhlového RTG rozptylu (metoda SAXS). V Diskuzi doktorandka srovnava
obdrZené struktury s publikovanymi strukturami jinych RTX proteind. V tomto oddile bych ocekaval i
podrobnéjsi diskuzi vysledk(l prezentovanych v publikaci, jejiz je doktorandka prvni autorkou, viz

otdzky. Na zavér této casti posudku bych shrnul, Ze doktorandka doloZila schopnost védecké prace,



dostatecnou publikaéni aktivitu a zaroven i vysledky, které maji originalni vyznam pro studovanou

problematiku.
Otazky k obhajobé:

1. Jak je sekrece RTX toxin(l zavisla na spotfebé ATP nebo na protonovém elektrochemickém
gradientu? Je tedy baleni RTX domén do nativni konformace jednou ze sil, které Zenou a ridi
transport RTX toxinu pomoci bakterialniho T1SS systému?

2. Vobrazku 16 jsou srovnany dvé metody separace odstépeného GST tagu. V popisku je
uvedeno, Ze ocekdvana velikost proteinu na SDS-PAGE byla cca 37 kDa, coz vSak neodpovida
pozici srovnavanych a vyznacenych prouzkl. Této délce by odpovidal prouzek nachazejici se
v lIb draze vyse, jak si to vysvétlit?

3. Pochopil jsem spravné, Ze i RTX CyaA bloky 4 a 5 byly purifikovany za pouziti Ilb metody pro
separaci GST tagu? Mohl by tento zplsob separace pomoci i v ptipadé konstruktd, u nichz
krystalizace nebyla Uspésna, tj. nevedla k ziskani dat z difrakce?

4. Vobou predloZenych publikacich, které se vénuji studiu sekrece CyaA toxinu, se pracuje
s hypotézou, Ze RTX toxiny se translokuji pfes T1SS transportni systém pomoci takzvaného
,push-ratchet” mechanismu (mechanismus rohatky se zapadkou). Co konkrétné oba modely
predloZené pro RTX doménu CyaA toxinu znamenaji pro ovéfeni navrhovaného mechanismu?

5. V préci se Fe$i nativni struktura RTX domén v pFitomnosti mM koncentraci Ca?* iont(. Jak by
dopadla krystalizace proteinovych konstruktd v nizsich koncentracich Ca?* odpovidajicich
cytosolu? Jak je koncentrace Ca?* dileZita pro jednotlivé kroky purifikace?

6. V prdci se prezentuje i Uspésna krystalizace RTX toxinu LtxA. Ziskany krystalograficky vysledek
se vSak v praci pfilis nediskutuje. Potvrzuje tedy tento vysledek plné predpokladanou strukturu

ve srovnani s C-koncovymi oblastmi dalSich RTX protein( obsahujicich ,folding core“?

Na zavér konstatuji, Ze predloZenou praci, po zodpovézeni otazek a pfipominek obsazenych v tomto

posudku, doporucuji k obhajobé.

V Praze dne 29. 11. 2021
RNDr. Ales Holoubek, Ph.D.
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