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Oponentsky posudek doktorské diserta€ni prace
Mgr. L’ubice Skultétyové
s nazvem: ,,Zinc-Dependent Hydrolases: Structure-Function Study of Glutamate
Carboxypeptidase Il and Histone Deacetylase 6*

Pfedkladana doktorska disertaéni prace Mgr. L'ubice Skultétyové popisuje vztah mezi
strukturou a aktivitou vybranych metalohydrolas zavislych na zine€natych iontech. Kon-
krétné se jedna o lidskou glutamatkarboxypeptidasu Il (GCPII) a histondeacetylasu 6
(HDACS®). Prace je ¢lenéna do nékolika oddilu. Prvni oddil objasfuje funkci obou enzymu
v sav€ich organismech, poté nasleduji s kratkym komentafem Ctyfi publikace v€etné jed-
né prvoautorské, které na dané téma vysly v kvalitnich recenzovanych periodicich (2x J.
Med. Chem., Bioorg. Med. Chem. Lett. a Sci. Rep.), nakonec vSe uzavira diskuze, kde se
autorka snazi zasadit vysledky své prace do SirSiho kontextu studované problematiky.
Prace tak vypada ucelené a z formalniho i védeckého hlediska dle mého nazoru spliuje
vSechny pozZadavky, které jsou nutné pro Uuspésné obhajeni zkracené verze doktorské
disertacni prace.

Prvni publikace popisuje pfipravu novych lipofilnich inhibitord GCPII a strukturni cha-
rakterizaci jejich vazby na zminénou metalohydrolasu. PfestoZe nové inhibitory byly pfi-
praveny ve spolupraci s partnerskou laboratofi, podstatna ¢ast projektu byla feSena Mgr.
Skultétyovou, které se podafilo vyhodnotit difrakéni data komplexu GCPII s nové objeve-
nym lipofilnim inhibitorem (N-acetyl-aspartyl-methionin) a vysvétlit principy interakce na
molekularni Grovni. Ve svém dalSim &lanku navazuje na své predchazejici zkuSenosti
s feSenim struktury komplexu GCPII s inhibitorem. Opét byla zodpovédna za interpretaci
difrakénich dat a popsani interakce dal$i generace inhibitort s GCPII. Ziskané informace
mohou byt v budoucnu vyuzity pro navrh efektivnéjSich lipofilnich inhibitort, kde je nahra-
zen zbytek glutamétu v pozici P1. V posledni praci ze série tykajici se metalohydrolasy
GCPIl se Mgr. Skultétyova podilela na strukturni charakterizaci komplexu GCPII a inhibi-
rakénich dat objasnila interakci fluoridové sondy s GCPIl. Vysledky studie jsou
prenositelné do klinické diagnostiky pro odhalovani ranych stadii rakoviny prostaty. Po-
sledni uvedena publikace popisuje deacetylacni vlastnosti metalohydrolasy HDACG6
v pfitomnosti riznych forem lidského tubulinu. Vysledkem studie je zajimavé zjisténi, ze
HDACG6 preferencné deacetyluje dimerni formu tubulinu. Oproti pfedchazejicim studiim
zde Mgr. Skultétyova neméla na starosti vyhodnocovani difrakénich dat, ale Gspé&$né na-
vrhla a optimalizovala genové konstrukty pro expresi ruznych forem proteinu HDAC6
v lidskych bunkach. Také pro pfislusnou studii navrhla postup pro sledovani aktivity pfi-
pravenych forem proteinu HDAC a Caste¢né se podilela na jejim sepsani. Odménou ji
bylo pfiznano prvoautorstvi na publikaci.

Z predkladané doktorské disertacni prace je patrné, ze v pribéhu svého studia se
Mgr. Skultétyova naugila celou fadu technik souasné biochemie a strukturni biologie
(rekombinantni exprese proteinl, stanoveni enzymové aktivity, interpretace difrakénich
map proteinovych krystall a rafinace navrzenych strukturnich modelt). Zaroven prokaza-
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la, Ze ziskana data je schopna interpretovat v kontextu sou¢asného poznani. Po formalni
strance praci nelze nic podstatného vytknout, pfestoze je pséna v anglickém jazyce, az
na drobnost, Ze mezi zaatkem a koncem jejiho studia se Universita Karlova stacila pre-
jmenovat. Nicméné prace vykazuje drobné nedostatky ve védecké cCasti. Prestoze je
uvod do problematiky metalohydrolas dobfe Citelny a pochopitelny, nezapada do experti-
zy sleény magistry, protoZe nejvétsim prinosem Mgr. Skultétyové nebyly pokusy ukazujici
na fyziologickou a patologickou vyznamnost studovanych proteind, ale byly to hlavné
techniky moderni biochemie. Uvod rozebirajici Gskali heterologni exprese bilkovin nebo
interpretace difrak&nich obrazcl by praci dle mého nazoru odpovidal Iépe. | pfesto dopo-
ruCuji pfedkladanou praci k obhajobé. Zavérem mam nékolik dotazu.

1)

2)

3)

4)

V Dolnich Bfezanech dne 15. 5. 2018

V prvni publikaci popisujete pouziti jinych protokoll pro divoké a mutantni formy
CGPII. V dalSich dvou jsou opét pouzity jiné postupy rekombinantni exprese

v hmyzich bunkach. Mlzete vysvétlit, jaky byl divod pouziti jinych postupt rekom-
binantni exprese proteinu CGPII?

Metalohydrolasa CGPII je lidsky transmembranovy protein, ktery bude ve své
struktufe s nejvétsi pravdépodobnosti obsahovat biantenarni sialované oligosa-
charidy. Pouzity hmyzi systém takovou glykosylaci neumoznuje. Byla nékdy pro-
vedena studie, jestli typ glykosylace muze mit vliv na prostorové usporadani
aktivniho mista enzymu? Pokud ne, proc jste se rozhodli pro hmyzi systém, kdyz
ve sveé posledni praci ukazujete uspésné zvladnuti exprese v lidskych burikach?
V posledni praci vénované proteinu HDACG6 uvadite, Zze byla provedena heterolog-
ni exprese zminéného proteinu v lidskych burnikach. Pro¢ se domnivate, Ze Slo o
heterologni expresi?

Ve stejné praci se piSe, ze post-translaéni modifikace byly vylou€eny na zakladé
dekonvoluce LC-MS/MS dat. Lze dekonvoluci LC-MS/MS dat ziskat informaci o
post-translacnich modifikacich? Navrhnéte zpusob, jak byste post-translaéni modi-
fikaci pomoci hmotnostni spektrometrie urcila?
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