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PiedloZzena prace se zabyva problematikou S$tépeni proteinu D1 reakéniho centra
fotosystému II. Tento protein patii svoji funkci k nejvyznamn&j$im &astem komplexu
fotosystému I, a tudiZ je jeho studiu ve svété vénovana velka pozornost. Z tohoto hlediska lze
konstatovat, Ze se jedna o velmi aktudlni téma.

Prace je podana ve formé tfi ¢lanka publikovanych v recenzovanych &asopisech, jednoho
rukopisu pfipraveného k publikaci a jedné kapitoly v knize, k nimZ je napsan tvod, cile prace,
vysledky a diskuse a seznam pouzité literatury. U jedné préace je autorka na prvnim misté, u
dvou na druhém, u ostatnich je mezi dalSimi spoluautory. Prace je napsana v anglickém jazyce,
ma 95 stran, 25 stran plivodniho textu. Po jazykové strance je prace vyhovujici, pocet chyb a
preklept je minimalni.

Kvalita prace je jiz pfedem garantovana skutecnosti, Ze ¢tyfi uvedené prace prosly uspésné
recenznim fizenim a vysly tiskem v renomovanych vysoce impaktovanych ¢asopisech, nebo
jako kapitola v knize. Prace je tématicky velmi ucelena a sklada se ze dvou &asti. Prvni ¢4st se
zabyva problematikou post-translanich uprav prekurzoru proteinu D1 a pfinasi nové, velmi
zajimavé vysledky jak zpohledu funkce C-terminalnitho S§tépeného konce pii tvorbé
fotosystému II a jeho odolnosti proti fotoinhibici, tak i z pohledu vlastnich mechanismi post-
translaCnich Gprav. Druha ¢ast se zabyva funkci FtsH proteasy nejen pii degradaci podjednotky
D1, ale i ostatnich zakladnich podjednotek tvoficich fotosystém II.

Je ziejmé, Ze b&hem své prace zvladla autorka Siroky rozsah metod a ziskala zna¢né
mnozstvi vysledkl a to i ve spolupraci se zahrani¢nimi pracovisti. Pfedlozena prace odpovida
z hlediska odborného i formalniho narokiim kladenym na diserta¢ni praci a proto ji doporucuji
k piijeti.
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OPONENTSKY POSUDEK DIZERTACNI PRACE STANISLAVY KUVIKOVE

»Proteolytic maturation and degradation of the Photosystem II D1
protein in the cyanobacterium Synechocystis PCC 6803”

Dizerta¢ni prace Mgr. Stanislavy Kuvikové se zabyva rychlym metabolickym obratem proteinu
D1 reakéniho centra fotosystému 2 (PS2). Tento protein je nositelem téméf viech redoxnich
komponent ti¢astnicich se pfenosu elektronii v PS2, je tedy klicovou slozkou PS2 z hlediska jeho
funkce. Z téhoZ divodu je v8ak zaroveri slozkou nejvice ohroZovanou (a také nejvice poskozo-
vanou) reaktivnimi vedlej$imi produkty a meziprodukty fotochemickych dé&jti, probihajicich
v PS2. Zachovani funkce PS2 za fotoinhibi¢nich podminek se do zna¢né miry kryje s udrze-
nim fungujiciho proteinu D1. PoSkozeny protein D1 je dimyslnym sledem dé&jii odbouran a
v komplexu PS2 nahrazen novou kopii. D1 tak patfi k proteintim s nejrychlejsim metabolickym
obratem. V jeho Zivotnim cyklu samoziejmé hraji jednu z hlavnich roli proteasy, a to jak pfi
jeho degradaci, tak i pfi vkladani nové kopie do komplexu PS2. Tato prace se zabyvé pravé
tlohou proteas v cyklu degradace a resyntézy proteinu D1 v sinici SynechocystisPCC 6803.

Préce je sepsdna na 95 ¢islovanych stranédch. Je ¢lenéna zptisobem ne zcela standardnim,
ktery vSak nejlépe vyhovuje jejimu obsahu. Sklédda se ze tii ¢lankd publikovanych v odbornych
¢asopisech, jednoho ¢lanku k publikaci zaslaného a jedné kapitoly monografie, opatfenych
spole¢nym tvodem, ktery stru¢né, ale systematicky a v pfiméfeném rozsahu uvadi do stu-
dované problematiky i ne zcela specializovaného &tenate. Cast ,Results and discussion” pak
obsahuje souhrn vysledkii uvedenych v téchto ¢lancich, doplnény o nékolik dodate¢nych vy-
sledkii, a diskusi, odkazujici v jednotlivych svych tématech na odpovidajici p¥iloZené ¢lanky
a samoziejmé na relevantni prace jinych autorii. Nésleduje seznam citaci pouZitych v téchto
propojujicich kapitolach, jejichZ pocet i pouZiti v textu svéd¢i o dokonalém piehledu autorky
o zpracovavaném tématu. Nejen ¢lanky samotné, ale i ostatni &asti jsou psany v angli¢ting (a
pokud mohu posoudit — v dobré angli¢ting) a prace je tedy i jako celek k dispozici mezinarodni
védecké vefejnosti.

Hlavni vysledky této prace 1ze shrnout do nékolika bodii:

- Potvrzeni rozdilné citlivosti k fotoinhibici u dvou forem D1 ze sinice Synechococcus sp.
PCC 7942 i pfi jejich expresi v sinici Synechocystis PCC 6803, a pfinejmensim ¢aste¢né
vysvétleni tohoto jevu nahrazenim Asn359 jinou aminokyselinou.

- Potvrzeni dvoustupriového mechanismu odstépeni C-koncového peptidu, pfekvapivé na-
lezeni hned dvou odpovidajicich mist prvniho $tépeni za zbytky Ala a moZné vysvétleni
jednostupiiového st€peni u vyssich rostlin, kde viechny Ala C-koncového peptidu nasle-
duji za Pro, v kteréZto pozici nejsou moZnym mistem $tépeni ani ve studované sinici.

- Diikaz nezbytnosti proteasy FtsH pro selektivni degradaci proteinu D1, a tim i moZnost
opravy komplexu PS2 namisto jeho vystavby de novo.

- Potvrzeni zavislosti vkladani nové kopie D1 do komplexu PS2 na pfedchozim (¢i soubé&z-
ném?) odbourani kopie poskozené.

- Proteasa FtsH hraje diileZitou roli nejen pfi odbouréni proteinu D1, ale i nékterych dal$ich
podjednotek PS2 (D2, CP47, Psbl, PsbH).

K dosaZeni téchto vysledkii bylo vyuZito Siroké spektrum metod, od ryze (bio)chemickych
(izolace z biologického materidlu, elektromigra¢ni, imunochemické a chromatografické me-
tody, elektrochemické méfeni aktivity PS2), pfes kultivaci sinic aZz po hmotnostni spektromet-
rii ¢&i molekuldrné biologické postupy cilené mutageneze. I kdyZ nepfedpokladam, Ze autorka
vlastnima rukama vyzkousela naprosto vSechny pouZzité techniky, svédci to o jeji vysoké kva-
lifikaci pro dal3i védeckou praci.

P¥i hodnoceni takovéto dizerta¢ni prace ma oponent velmi zjednoduSenou tlohu - publi-
kace jejich soucasti v ¢asopisech jako jsou Biochim. Biophys. Acta, |. Biol. Chem. nebo Photochem.



Photobiol. Sci. svéd¢&i o jeji vysoké kvalité i o tom, Ze velmi dikladnym oponentnim fizenim
vlastné jiZ prosla. V textu jsem skute¢né neshledal Zddna vécna pochybeni a nezbyva mi, nez
se uchylit k pfipominkdm spise formalnim.

jediné heslo v obsahu, ,,Enclosed Papers”. Vzhledem k tomu, Ze v textu se ¢asto odkazuje na
konkrétni ¢lanky, méla byt v obsahu také hesla ,Paper I” atd., aby ¢tenéf nebyl nucen travit
¢as neustdlym prolistovdvanim nebo nemusel do svazku vkladat velké mnoZstvi zdloZek.

Dalsi pfipominky se tykaji zkratek, které by mély byt vysvétleny pfi prvnim vyskytu
(napft. iD1 neni) a uvedeny v seznamu zkratek. Pokud nékteré zkratky autorka povaZuje za
obecné znamé, jako NADP, a neuvadi je v seznamu, neméla by uvadét ani napt. ATP. Tyto dvé
zkratky se poprvé vyskytuji v témZe odstavci, pouze NADP je zde v8ak vysvétleno.

Rodova jména organismii by pfi prvnim vyskytu neméla byt zkracovéna (A. thaliana).

V seznamu citované literatury jsou ¢asto pouZivany nestandardni zkratky periodik, nékdy
i pokaZdé jiné (napf. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.) a nejednotné formatované.

Dalsimi drobnostmi jsou pak jiZ jen pteklepy (stain misto strain, podmét v jednotném a
piisudek v mnoZzném ¢&isle ¢i naopak, jednou centre a jindy center atd.) &i typografické chybicky
(obc¢as pomlcka misto spojovniku, napf. light — harvesting).

Tyto tkazy se v3ak v praci vyskytuji spiSe v mnoZstvi neobvykle malém a nijak jeji hod-
notu nesniZuji. Prace rozhodné — a s rezervou - splfiuje naroky na praci dizerta¢ni a viele ji
doporuduji k dalsimu fizeni.

Na autorku mam pouze nasledujici otazku:

Znamena nélez dvou moZnych mist primarniho $tépeni C-koncové extenze proteinu D1
moznost tfistupriového déje, nebo podle Vaseho nézoru ptislusna proteasa rozpoznava bud’
jen jedno ¢i druhé misto?
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Posudek na disertaéni praci Stanislavy Kuvikové ,Proteolytic maturation and
degradation of the Photosystem II D1 protein in the cyanobacterium Syrnechocystis PCC
6803

PredloZena disertaéni prace pojednava o detailnim mechanismu degradace D1 proteinu
fotosystému II (PSII) za ucasti proteaz a o roli C-konce D1 proteinu v tvorbé stabilniho
komplexu PSII. Prace je zaloZena na vysledcich publikovanych ve tfech renomovanych
mezinarodnich ¢asopisech (J. Biol. Chem., Biochim. Biophys. Acta, Photochem. Photobiol.
Sci.) a jedné praci, ktera je v soucasné dobé€ v recenznim fizeni ¢asopisu FEBS Letters. Jiz
tento fakt je vizitkou mimoradné kvalitni védecké prace.

V tvodni ¢asti prace je podan je podan piehled studované problematiky. Autorka se
nejprve zabyva strukturou PSII, a to zejména u sinic, protoze praveé sinice jsou pouzivany jako
modelovy material ke studiu D1 proteinu. V dalsi ¢asti piehledu problematiky je pozornost
soustfedéna na proteolyzu D1 proteinu. Tato reSerSni ¢dst prace je zaloZena na autorcinych
detailnich znalostech nejnovéjsich praci a muZe slouzit jako zaklad piehledového ¢lanku. Text
snad mohl byt jen vice strukturovan.

Cile préce jsou jednoznacné definované a kryji se s tématikou publikovanych ¢lanki.
Ukolem bylo charakterizovat funkci C-konce D1 proteinu u sinice Synechocystis PCC 6803,
specifikovat misto odStépeni C-konce po jeho inkorporaci do membrany a zjistit tlohu
proteazy typu FtsH v zachovani funkéniho PSII.

Prace shrnuje dosazené vysledky ve dvou hlavnich kapitoldch. Posuzovani vécné
stranky této ¢asti je velmi usnadnéno, nebot’ se obsahove kryje s recenzovanymi publikacemi
autorky, uvedenymi v piiloze prace. Vysledkova Cast je napsdna jasné a velmi srozumitelné.
Za nejvyznamnéj$i povazuji zjisténi, Ze protedza typu FtsH je dilezitd v uvolnovani DI a
dalSich podjednotek PSII z membrany a Ze toto uvolnéni D1 je synchronizovano s inkorporaci
nové syntetizovaného proteinu D1. Tato rychlda vyména chrani dalSi proteiny PSII pied
oxidativnim poSkozenim.

K praci mam nasledujici dotazy:

e V pracich prof. Barbera je poukazovéano na velkou podobnost mezi transmembranovymi
segmenty proteinu PsaB (vnitini anténa PSI) a transmembranovymi segmenty D1 s CP43.
Bylo n¢kdy publikovéno, Ze by PsaB nebo ¢ast PsaB odpovidajici D1 proteinu vykazovaly
vy§$i rychlost reparace tak, jak je tomu u D1 proteinu? Jak je to viibec s reparaci proteinti
PSI v piipadé oxidativniho stresu?

e DI protein je syntetizovan v podobé pD1 proteinu s koncovym fetézcem, jehoZ odstranéni
je nutnou podminkou vyvinu kysliku na donorové strané PSII. Méni se néjakym
zpusobem D1 protein v ptipadé odpojeni Mn klastru pod vlivem stresovych faktora jako
je napt. vysoka teplota nebo vysoka acidita lumenu?

Zavérem konstatuji, Ze prace je napsana vybornou angli¢tinou a obsahuje minimum
formalnich nedostatkti. Troufam si tvrdit, Ze se jedna o vynikajici praci, coz ostatné plati pro
vSechny, které vznikaji pod vedenim doc. RNDr. Josefa Komendy, CSc. Prici jednoznacné

doporucuji k obhajobé. é/

V Olomouci 5. 6. 2006 Doc. RNDr. Petr Ilik, Ph.D



