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Posudek doktorské disertace Zbyrnka Halbhubera
The PsbH protein: A small membrane protein of the Photosystem Il as a model for structural

and functional studies.

Diserta¢ni prace se tyka jednoho ze zakladnich systému energetiky a metabolismu
organismu rostlinné a bakterialni fise. Fotosystém Il (PSIl) je multi-podjednotkovy systém
zapojeny do fotosyntézy probihajici za produkce kysliku: Zachytava slunecni svétlo a
katalyzuje fotooxidaci vody na atmosféricky kyslik. Systém je zakotven v tylakoidni
membrané a zakotveni je zprostiedkovano specifickymi proteinovymi slozkami systému.
Systémy rostlin, fas a bakterii nejsou zcela shodné, a napf. deficience bilkovinné slozky
PsbH (pfedmétu zajmu disertanta) se u nich projevuje rlizné.

Struktura fotosystému Il a jeho sloZek je ve svété pfedmétem intensivnich studii a
pokud jde o retngenostrukturni analyzy, nékolik z nich jiz poskytlo komplexni modely, byt
s niz§im rozlisenim, kolem 3 A. Vztahy struktury a funkce jednotlivych bilkovin fotosystému II
by zfejmé lépe objasfiovaly struktury s vySSim rozliSenim. Pokud jde o bilkovinu PsbH,
komplikace na cesté k jemnégjSim strukturam spocivaji vtom, Zze se jedna o membranovou
bilkovinu: Potize zde obecné nastavaji jak u rekombinantni exprese, tak u pfipravy
komplexnich vzork( pro NMR a konecné i u krystalizace bilkoviny. Disertant v zasadé cast
téchto komplikaci prekonal a ziskal plvodni vysledky dobie publikované v mezinarodnich
zurnalech.

Disertant zvladnul pfisun bilkoviny PsbH pro nékteré strukturni studie pomoci
bakterialni exprese s pouzitim GST fuze. Studie rekombinantni exprese je mimofadné
dikladna a akademicky zajimava tvorba zkraceného produktu exprese je v ni vysvétlovana

na nékolik zplsobl. Zde by se posuzovatel rad dotazal, zda byla brana do uvahy i moznost



abortivni terminace translace u "exotického" kodonu a zda bylo v této souvislosti uvazovano
pouziti tRNAplus systému exprese v E. coli.

Vypocéty molekularni dynamiky se zdaji byt opravnénou metodikou k ziskani udajl
o strukturnich prvcich zapojenych do funkCnich interakci bilkoviny PsbH s lipidy. | kdyz
posuzovatel nema expertni znalosti v tomto sméru, rad by poloZil disertantovi nékolik otazek:
Jaka je sekvencni homologie PsbH proteinu Synechocystis a pouzité analogické bilkoviny
Thermosynechococus (aminokyselinova sekvence neni uvadéna v obrazku na str. 21
disertace). Jde o vypocty s "all-atom force field" ? Co je kritériem stability proteinu
v simulacich ?

Celkové je disertatni prace vyborna: Pfinasi nové poznatky v zavazné védecké
problematice a "drzi krok" s mezinarodnim vyvojem v oboru. Disertant publikoval dikladné a
rozsahlé plavodni prace v dobrych mezinarodnich ¢asopisech. Doporucuji, aby se disertacni
prace Zbyhnka Halbhubera "The PsbH protein: A small membrane protein of the
Photosystem Il as a model for structural and functional studies" stala zakladem udé&leni
doktorské hodnosti Ph.D.

V Praze, 15. zari 2006
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Oponentsky posudek diserta¢ni prace

Nazev préce: ,,The PsbH protein: A small membrane protein of the Photosystem II as a
model for structural and functional studies*

Autor: RNDr. Zbynék Halbhuber

Cilem prace, tak jak ji autor uvadi v ivodu, mélo byt zavedeni souboru metod pro studiun
malych membranovych proteini na pracovisti 3kolitele. Tomu odpovida i struktura
predloZené prace. Jedna se o soubor jednoho ¢&lanku, u kterého je autor na prvnim mistg,
jednoho kratkého sdé€leni a jednoho rukopisu. Price je rozdélena do tfech kapitol. Uvodu,
kapitoly zabyvajici se expresnim systémem a izolaci proteinu PsbH a kapitoly charakterizujici
PsbH protein pomoci metod pocitatové chemie. Clanky jsou v jednotlivych kapitolach
doplnény o dal3i metody, vysledky a jejich diskuse. Prace je napsana cela v anglickém jazyce
av8ak s mnozstvim chyb. Jako piiklad muze slouZit jiz prvni véta v Gvodu piedlozené prace.
Tento uvod je na diserta¢ni praci pomérné kratky, struény a misty nepiesny (napi. P680 neni
jeden chlorofyl) nebo zastaraly (napf. jiz existuje krystalové struktura LHCII). Skoda, a nebo
spis pro¢ se autor nepodilel na pfehledném ¢lanku o PsbH proteinu vydaném jeho $kolitelem a
kolegy z Tteboné v roce 2003? V té dobe jist& na své disertaci pracoval a mél tedy patfit mezi

ty nejpovolanéjsi v tomto oboru.

Asi nejcennéj$im na této praci je zavedeni expresniho systému pro malé membranové
proteiny v¢etné metodik jejich izolace a purifikace na pracovisti v Novych Hradech
(kapitola 2). Jednd se o metodu produkce nizkomolekuldrnich membranovych proteini
pomoci jejich exprese v bakteriich E. coli jako fizniho proteinu s proteinem glutathion-S

transferazou (GST). Timto pfistupem je moZné zamezit nékterym vedlejsim efektiim, které



mohou nastat pii expresi malo rozpustnych membranovych proteini v expresnich systémech.
Jde o pomé&rné finantn& naroény systém pievzaty ze Svédska, a proto se asi nelze divit, Ze
v n€kterych pasazich vykazuje ptedlozena prace znamky nedostatku materialu (pokusy o
méfeni NMR). V této kapitole se vyskytuje i zajimava Cast zabyvajici se vlivem riznych
lipidi na CD spektra a tedy konformaci studovaného lipid-protein systému. Tyto vysledky se

pak znovu objevuji v manuskriptu ¢lanku v kapitole 3.

Kapitola 3 shrnuje vysledky ziskané predev§im pomoci metod pocitacové chemie.
Navrzené modely struktury proteinu PsbH jsou zde porovnavany se ziskanymi poznatky
z méfeni na izolovaném proteinu. Uvodni pasaZ této kapitoly by se viak spi§ hodila do
kapitoly Uvod, popisuje totiz velmi obecn& principy proteinové struktury a metod, které
pouzivame k jejich zjisténi.

Studium a profesni vyvoj uchazece jsem mél moznost sledovat od jeho pocatkl. Jedna se o
schopného, poctivého a samostatného badatele, ktery podle mého nazoru spliiuje pozadavky
na absolventa doktorského studia a nositele titulu PhD. Vzhledem k tomu, Ze predloZena
prace spliiuje zakonné podminky pro ziskani titulu PhD, doporuduji tuto praci k pfijeti a

obhajobé.

V Ceskych Budgjovicich dne 10. ¥jna 2006

Doc. RNDr. FrantiSek Vacha, Ph.D.

Otazky do diskuse:

1) Jaké dalsi expresni systémy pro membranové proteiny byly popsany nebo se v praxi
vyuzivaji?

2) Proc jste se nepodilel na pfehledném ¢lanku o PsbH?

3) PsbH protein se pravdépodobné vyskytuje na okraji PSII komplexu. Znamena to, Ze
by jeho struktura/funkce byla ovlivnéna riznym lokalnim lipidovym sloZenim v jeho
okoli? Co by to znamenalo pro fumkci fotosystému II?

4) Jak byl tvofen Ramachandraniv plot na strané 50, kdyZ neznate strukturu PsbH
proteinu.



Posudek oponenta na doktorskou disertaci Zbyiika Halbhubera
The PsbH protein: A small membrane protein of the Photosystem II as a model for
structural and functional studies.

Metody molekularni biologie a zejména stanoveni molekularni struktury funkénich
bilkovin a jejich komplexii maji vyznamny podil na velikém pokroku, kterého se v poslednich
desetiletich dosahlo ve znalostech o mechanismu fotosyntézy. Objasnéni podrobnosti ve
struktufe fotosystému a jejich reakénich center je toho nejlepS$im piikladem. Vedle jader
téchto velikych komplext je v3ak v thylakoidni membrané cela fada malych bilkovin, z nichz
nékteré maji pro funkci fotosystému zasadni i kdyz doposud nevyjasnény vyznam K nim patii
nesporné také bilkovina PsbH (dale budu pouZivat také anglicky termin vZity v literatufe, tj.
PsbH protein), ktera jiZ tficet let zaméstnava badatele okolo fotosystému II a s niz se jiz diive
néktefi naSi jihocCeSti kolegové aktivné setkali. Piestoze PsbH obsahuje pouze jednu
transmembranovou Sroubovici a malou mimomembranovou doménu, je jeho piitomnost
kriticka pro spravnou funkci fotosystému. Dr. Stys se zabyval praci s &istymi proteiny LHCII
a PsbH a jejich fragmenty a snazil se pochopit, jak jejich interakce s lipidy prispivaji
k architektufe thylakoidnich membran. Doc. Komenda kombinoval biochemické a
molekularné-biologické metody a zjistil, Ze u mutantl sinice postradajicich PsbH je naruseno
skladani bilkovinného komplexu fotosystému II a jsou zbrzdény pochody v ném probihajici.
Ackoli oba nemalo pfispéli k bliz§imu poznani této bilkoviny, jeji pfesna struktura a podstata
jeji funkce ve fotosystému II nejsou dosud stéle jesté jednoznacné objasnény. Neni tedy divu,
7e kdyz Dr. Stys chtél svému doktorandovi, Zbynku Halbhuberovi, nabidnout pfitazlivé téma,
pfi jehoz feSeni by mohl vyuzit zkuSenosti nékolika badatelti z jihoCeskych fotosynteticky a
membranové zaméfenych pracovist, jakoz i jejich dobrého vybaveni, a posilit tak fady
studenti orientujicich se na molekuldrné biologicka studia, padla volba na PsbH protein.

Tim ovS8em bylo zadano téma nejen pfitazlivé mnoZstvim nedofeSenych otazek, ale
také nemalo obtizné pokud jde o nalezeni a zvladnuti nejvhodnéjsich metodickych piistupi.
Podle mého nazoru Zbynék v této zkousce dobie obstal a zanechal po sobé stopu, ktera bude
pro dalsi vyvoj badani na tomto pracovisti uzite¢na.

Prvym tkolem, ktery je pfi praci s malymi membranovymi bilkovinami vzdy
zkouskou vytrvalosti ale také otazkou $tésti, bylo ziskat ji dostate¢né mnozstvi pro strukturni
analyzy. Méfeni méla byt provedena CD a NMR spektrometrii a ani jedna z té&chto metod
nevystaci s malymi mnoZstvimi bilkoviny. Pro syntézu potiebného mnozstvi bilkoviny bylo
tfeba pouZit overexprese genu psbH v buiikach Escherichia coli. Ten ale musel byt vloZen do
plasmidového vektoru, jenZ umoznil expresi fuzniho proteinu PsbH s glutathion-S-
transferasou (GST). Tak se pfede$lo komplikacim, provézejicim expresi véts§iho mnoZstvi
hydrofobni bilkoviny v bakterialni burice. GST kotva ale také poslouzila pro izolaci produktu
afinitni chromatografii na koloné s imobilizovanym glutathionem. V principu se mohla kotva
uplatnit také tak, ze by se pro rentgenoskopickou strukturni analyzu pouzil pf¥imo flzni
protein u néhoz by hydrofilni slozka snad umoznila krystalizaci a tak by se vyuZilo postupu
osvédCencho v obdobnych piipadech. VyzkouSeni tohoto dobrého planu vSak zabranila
pifmés netiplné fuzni bilkoviny vzniklé pfi overexpresi, které se nebylo mozno zbavit.

Pro charakterizaci struktury zbyvaly tedy pouze CD a NMR spektroskopie. Pro oba
cile bylo tfeba PsbH protein z fuzniho proteinu uvolnit rozstépenim a pak ho vlozit bud’ do
detergentovych micel (NMR) nebo do membrany liposomovych vackt (CD). Obé postavilo
pred Zbyiika op&t nové tkoly. Ze vpravovéni bilkovinnych molekul do dvojné membréany
liposomového vacku neni jednoducha dloha je vSeobecné znamé. Zbynék vyzkousel nékolik
metod a s jednou posléze dosahl cile. Vyskytly se vSak potize i s micelami v nichz byl PsbH
solubilizovan. Detergent, ktery byl vyhodny pro piedchozi (vySe popsané) operace
nevyhovoval svymi vlastnostmi pro NMR méfeni a bylo ho tfeba zaménit. To se opét



uspokojivé podafilo teprve po mnoha zkouskach, kdyZ se k tomu pouZilo znovu fuzniho
proteinu. Ten byl béhem vymény ukotven na kolon& s imobilizovanym glutathionem. Jako
nejvhodnéjsi pro méteni NMR se po predbéZznych zkouskach ukézal oktylglukosid (OG) a
pouzitelny byl také lauryldimethylaminoxid (LDAO).

Jak meéfeni CD na PsbH vloZeném v liposomech vtvofenych ze &tyf lipida
vyskytujicich se v thylakoidech, tak NMR méfeni na proteinu solubilizovaném v micelach
nejvhodnéjsiho detergentu, tj. OG, se setkala se zavaznymi piekédzkami. Ani jedna z metod
tak neposkytla v plném rozsahu ty vysledky, které se od nich o&ekavaly. Na odstranéni
zminénych prekdzek by bylo tfeba mnoho ¢asu, ktery pro praci Z. Halbhubera nebyl
k dispozici. Proto se rozhodl pouzit téch vysledki méfeni, k nimz se dopracoval, pro
podepieni strukturnich pfedpovédi z modelovani molekulérni struktury pfi pouZiti molekulové
dynamiky a se zietelem na omezeni vyplyvajici z experimentalnich vysledkd.

Popsal jsem trochu podrobnéji postup/logistiku viech kroka Zbyiikovy prace, aby bylo
jasné, jak rozmanité pfistupy k problému si musel osvojit a kolik réiznych typt metod musel
vyzkoudet a zvladnout, aby se dostal k cili. Ze ho v tomto cili ne¢ekala zaslouZena odména
novych vzrusujicich vysledki, ale fada dalsich ptekazek to neni jeho vinou a urgité k tomu
nedoslo ponévadZ by nemél vlohy pro experimentalni praci nebo z nedostatku vytrvalosti. Je
naopak tfeba ocenit, Ze se na cesté plné nezdarti a nepfedvidanych piekaZek nevzdal a udélal
vSe co se udélat dalo.

Doktorska disertace Z. Halbhubera se opirda o dvé publikace a jeden rukopis
pfipraveny k publikaci. Provazi je text rozdéleny také do tii kapitol. Prva je uvodni shrnujici
obecné skutecnosti, zndmé o tématu z literatury. Druha rozebira podrobnéji a komentuje
nekter¢ Casti prvé zpublikaci, ktera je zaloZena na prvé polovingé Halbhuberovych
metodickych vybojl, tj. popisuje overexpresi PsbH proteinu, jeho izolaci a dal$i kroky
piipravy materialu pro méfeni. Tteti kapitola pak spolu s druhou publikaci a rukopisem tieti
publikace popisuji rtizné pokusy o funkéni charakterizaci PsbH proteinu jednak pomoci NMR
a CD spektrometrie a pak také s vyuzitim metod matematického modelovani bilkovinné
struktury. V této ¢asti se vyznamné uplatnila moZnost spoluprace s katedrou organické chemie
na Univerzit¢ Jana Kepplera v Linci, jakoZ i bohaté zkuSenosti a vedeni Doc. Ettricha na
Ustavu fyzikalni biologie Jihodeské univerzity.

Obsah a rozsah doktorské disertace Z. Halbhubera odpovida plné vSem pravidlim
dodrzovanym na JihoCeské univerzité. K jejim kladtim patfi i to, Ze se kandidét rozhodl napsat
i doprovodny text v angli¢ting, takze disertace ma formu p¥istupnou i zahranié¢nim &tenaftim.

Na rozdil od jednoznaéné kladného hodnoceni vécné podstaty veskeré vyzkumné
prace vykonane v ramci doktorského studia a obsahu disertace, je muj usudek o jeji formalni
strance meén¢ piiznivy. Publikace, o néZ se disertace opira, jsou nepochybné i po formalni
strance bezchybné a byly uvetejnény v dobrych &asopisech po diikladném recenznim fizeni.
Kapitoly doprovodného textu viak nesou znamky toho, Ze disertace byla psana v ¢asové tisni
a nebyl Cas ani na pozorné precteni napsaného textu. Je vném proto vice preklepi ,
jazykovych chyb a také nejasné formulovanych vét nebo odstavei, neZ je hodnotnému obsahu
piiméfené. Vzhledem k tomu, Ze kandidat nebude dale publikovat v tom oboru, jehoZ se prace
tykd, nevypocitdvdm jednotlivé formalni chyby podrobné a poskytnu Z. Halbhuberovi jen
nékolik obecnych pfipominek soukromé&. Musim ale také vytknout, Ze doprovodny text
nesleduje zcela jasny a piisné dodrzovany rozvrh. Zejména v obecném tdvodu je nékdy
obtizné odlisit citovani obecnych skute¢nosti uéebnicového charakteru od novych vysledki
prevzatych ze soucasné plivodni literatury.

Jsem presvédCen, Ze vSechny formdlni nedostatky, které by Z. Halbhuberovi bylo
mozno vytknout, nemohou zpochybnit to, Ze jeho disertace je svédectvim zodpovédného a
odvazného pristupu k zadanému tématu a Ze jasné prokazuje jeho schopnost samostatné
védecké prace. Doporucuji ji proto bez vahani k obhajobé.



PonévadZ jsem se vyhnul vy¢tu formalnich chyb vtextu a protoZze je vhodné
poskytnout kandidatovi moZnost pii obhajob& osv&dgit i schopnost odborné diskuse, uvadim
dale n€kolik otazek, na néZ bych chtél znat nazor kandidata. PonévadZ nemam bezprostiedni
zkuSenosti pfimo z oboru, jemuZ je prace v€novéna, bylo by byvalo takovych dotazii mnoho,
ale ja se omezim na zavér rukopisu posledniho ¢lanku, jehoZ je Z. Halbhuber spoluautorem.
Zdé se mi, Ze jeho zavéry shrnuji podstatnou &ast novych zjisténi a vysledkt k nimZ se
Zbynék, Castené se Skolitelem a spoluautory, dopracoval.

(1) Vivodu zivéru se konstatuje, Ze vysledky obraZeji snahu porozumét v
podrobnostech molekularni tloze, kterou ma PsbH protein v utvafeni lipidovych domén
v thylakoidnich membréanach. Pfitom jedind experimentdlni data, jeZ se v priib&hu prace
ziskala, pochazi z méfeni ziskanych CD a NMR spektrometrii. Dale se konstatuje, Ze ani
jedna z téchto metod nepfinesla zcela jasné odpovédi na zadané otazky. Zajima mne, co se
mohlo v daném sméru od téchto metod o¢ekavat a jaké byly hlavni pii¢iny toho, Ze se toto
o¢ekavani nenaplnilo.

(2) Vzhledem k mé malé zkuSenosti v tomto oboru, nerozumim také nasledujici véte,
kterou ocituji v originale: ,,... the experiments indicated that the interaction of the PsbH
protein with the lipid bilayer is only partly specific.“ Co rozhoduje o tom a jaky vyznam ma4,
je-li tato interakce vice ¢i méné specificka?

(3) Molekularn€ dynamické vypocty naznacily, Ze PsbH protein je stabilni v lipidové
dvojné vrstve a Ze lipidové molekuly vytvafeji pomé&rné stélé interakce s PsbH. Déle se pise:
»We thus may conclude that there is a fair basis for the hypothesis that the PsbH protein
organizes a lipid domain in the thylakoid membrane which may be one of the bases for
specific incorporation of other proteins in the particular position in the complex.“ Zajima
mne, jak tento zavér plyne z pfedchozich premis.

(4) O srovnani strukturnich znaki PsbH vyplyvajicich z této price a
z rentgenometrick€ého stanoveni, které publikovali Loll a spolupracovnici v lofiském roce se
piSe: ,,The comparison of the two structures, free and bound, indicates the potential of the
PsbH N-terminus structural switch in formation of the Photosystem II structure and its
regulation.” Uvital bych podrobné&jsi vysvétleni vyznamu tohoto tvrzeni.

Tiebon, 16.10.2006 Dr Ivan Setlik
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