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Oponentsky posudek na praci

Regulace aktivity katepsinu K pomoci reaktivnich inhibi¢nich molekul
vyuzitelnych v biomediciné
Autor prace: Mgr. Jakub BenySek

Predkladana disertacni prace Mgr. Jakuba Benyska se zabyva ur¢enim vazebného
moddu selektivnich inhibitorti lidského katepsinu K (KatK). Disertacni prace vznikla na
UOCHB AV CR, v. V. i. pod vedenim RNDr. Michala Marese, CSc.

Prace je psana klasickou formou a je ¢lenéna do obvyklych casti (abstrakt-tivod-
literarni ivod a piehled dané problematiky-cile prace-material a metody-vysledky-
diskuze-zavér-literarni zdroje). Kopie téi publikaci, které tvoii zaklad diserta¢ni prace
Mgr. Jakuba Benyska, jsou uvedené formou ptilohy. VSechny tfi experimentalni prace
byly publikovany ve velmi kvalitnich mezinarodnich ¢asopisech s IF. Na prvni publikaci
je kandidat soucasti kolektivu autord (Bioorganic & Medicinal Chemistry, IF = 3.641).
Na druhé publikaci, kterd byla otiSténa v 3. nejlepSim Casopise v medicindlni chemii
(Journal of Medicinal Chemistry, IF = 7.446), je Mgr. Benysek druhym autorem. Tteti
prvoautorska publikace byla pfijata Vv letosnim roce do ¢asopisu Journal of Enzyme
Inhibition and Medicinal Chemistry s IF = 5.051.

Prace je psana Cesky, formalni uroven a grafické zpracovani je na velmi dobré
urovni, 1 kdyZ se zde vyskytuji mirné pteklepy. Autor Vv literarnim piehledu detailné
popisuje proteolytické enzymy, lidské cysteinové proteasy, podrobnéji pak aktivitu,
strukturu a regulaci katepsinu K (KatK). V literarnim uvodu nechybi velmi pé&kné
ilustrace a schémata, ktera usnadiiuji pochopit popisovanou problematiku. Cile prace jsou
jasné formulovany. Je $koda, Ze samotné metody jsou popsany velmi stru¢né jen na dvou
stranach. Je zfejmé, Ze metody jsou uvedeny v piilozenych publikacich, ale autor mohl
zminit struéné alesponn nékteré z etnych biochemickych ¢i enzymologickych metod,
které pouzival. Podrobnéji jsou popsany jen metody exprese a purifikace KatK a rtg.
krystalografie. Kapitola vysledky obsahuje uvod s piehledem vystupt dizertacni prace,
kde doktorand uvadi, jakym zpisobem K praci piispél, a dale popisuje vlastni vysledky.
Kapitola diskuze obsahuje uvod s motivaci celé prace, podrobnou diskuzi ziskanych
vysledkil rozdélenou do dvou casti a shrnujici zaveére¢ny odstavec. V ramci cilll prace se
podafilo pfipravit lidsky KatK v kvasinkach s vytézkem ptiblizné 5 mg/l expresniho
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média, byl optimalizovan proces autoaktivace, byla identifikovana nova tfida inhibitora
KatK, bylo vyfeSeno celkem Sest struktur komplexti KatK s peptidomimetickymi
inhibitory a dale byl uréen vazebny méd a popsany klicové interakce mezi inhibitorem a
aktivnim mistem KatK. Disertacni prace je zavrSena zavérem. VSechny pouzité literarni
zdroje jsou fadné citovany, literatura Cita cca 180 citaci.

K problematice diskutované v doktorské diserta¢ni praci mam nékolik dotazii:

1) Pro purifikaci KatK jste pouzival iontové vyménnou chromatografii. Jaké bylo pl
proteinu? Pouzival jste tedy kationtovou ¢i aniontovou chromatografii?

2) Jaky pufr byl ve vysledku pouzit jako finalni pro krystalizaci proteinti KatK? Jaka
proteinova koncentrace byla optimalni pro rtst krystali? Byla stejna pro vsechny
inhibitory? Jakym zpusobem jste provedl kryoprotekci krystalti pied mrazenim, aby
nedochézelo k radiacnimu poskozeni (PEGem nebo glycerolem)?

3) Muzete v kratkosti popsat méteni aktivity KatK pomoci peptidového fluorogenniho
substratu? Dale pak vysvétlit tabulku 1 na strané 46, kde mate nékteré derivaty
z nejasného diivodu oznaceny Cervené.

4) Muzete popsat vizualizaci KatK za pouziti bunééné linie osteosarkomu, kterou
nemate uvedenou v metodach?

5) Testovali jste, zda inhibitory Gii2602 a Gii1303 jsou selektivni pouze pro KatK, ¢i i
jinou rodinu kathepsinti?

6) Jak tento vyzkum prakticky piispéje k dalsimu vyvoji specifickych inhibitorti pro
vyvoj novych terapeutickych pfistupti ¢i konkrétnich 1é¢iv? V jakém biologickém
modelu budou testovany? Jakym smérem se bude ubirat Vas dalsi vyzkum v této
oblasti?

Zavérem konstatuji, Ze piedloZena disertacni prace Mgr. Jakuba BenySka
predstavuje cenny piinos pro lepsi pochopeni regulace a funkce Katepsinu K. Je zfejmé,
ze si kandidat pfi feSeni vytCenych cilii osvojil fadu velmi sofistikovanych technik,
predev§im metody piedev§sim metody rekombinantni produkce proteinu v Pichia
pastoris, rizné biochemické a enzymologické metody a v neposledni fadé zejména
metody proteinové krystalografie. Vysledky prace jsou dobte diskutovany a davany do
souvislosti. Autor ve své disertatni praci dokazal, Ze je vyspélym védeckym
pracovnikem, schopnym samostatné vyzkumné prace. Pfedlozena prace Mgr. Jakuba
Benyska vice nez vyhovuje viem poZadavkim kladenym na disertacni praci, a proto ji
pln€ doporucuji k piijeti.

V Praze dne 24. 2. 2022 RNDr. Veronika Obsilova, Ph.D.

Fyziologicky tistav AV CR, v. v. i. - Videiisk4 1083, 142 20 Praha 4 - Tel. 241 062 424 / 773 100 686
E-mail: fgu@fgu.cas.cz - http://fgu.cas.cz - IC: 67985823 - DIC: CZ67985823



