Posudek Skolitele na diserta¢ni praci RNDr. Zbyiika Halbhubera
The PsbH protein: A small membrane protein of the Photosystem II as a model

for structural and functional studies

Zbynék Halbhuber pracoval experimentalné na své praci snad v nejhor$im obdobi
jaké si doktorand mtize predstavit. Tésné po jejim zahdjeni se totiZ celd laboratof stéhovala
do novych prostor na zamku v Novych Hradech, ty byl vieobecné nevybavené a nékteré
kli¢ové piistroje, naptiklad spektrometr cirkularniho dichroismu, zistaly v Ceskych
Budé&jovicich. Prvni kli€ova kompetence, fe¢eno modernim slovnikem, kterou si Zbynék
osvojil, bylo vybavovani laboratofi, objednavani chemikalii a uvadéni piistroji do chodu.
Nastésti pro molekularné-biologickou ¢ést své prace nasel Zbynék asyl v T¥eboni u Martina
Tichého a Josefa Komendy. Skolitel, tedy ja, v t& dob& byval nepfitomen zejména duchem,
protoze ho st¢hovani a vznik nového tstavu zaméstnavalo Gplné jinak. Naproti tomu $kolitel
ovSem nevéhal dat doktorandovi ten nejslozit&jsi kol soudobé biochemie: ovéfit a
optimalizovat expresni systém pro membranovy protein, vypracovat metodu jeho izolace,
vypracovat metodu rekonstituce proteinu do membranovych vacka, zjistit, zda protein
nekrystaluje nebo zda jeho struktura je méfitelna pomoci NMR a na zakladé takto ziskanych
poznatkd vytvofit podklady pro model struktury proteinu. A pak samostatné sepsat
disertacni praci. Domnivam se, Ze Zbyn&k ve vech krocich obstal.

Nez za¢nu diskutovat dil¢i vysledky, chtél bych se vyjadiit k formatu prace. Jak uz
je dnes zvykem, price je sepsdna jako komentovany soubor publikaci. U prace podobné
experimentalni $ife a komplexni ambice jako je ta, kterou predklada Zbynék Halbhuber, se
nejvice projevuje rozpor mezi formou v&deckého sdéleni a soubornou praci, vlastng svého
druhu monografii, kterou by nakonec disertaéni prace méla byt. V&decké ¢lanky v posledni
dobé vznikaji tak trochu salamovou metodou, kdy se autor snazi rozdélit popisovanou praci
na co nejméné dil. Neni to, tedy alespoii u nés to nebylo, kvili trvalému tlaku na co
nejvetsi pocet publikaci. Problém jsme spise zaznamenali na stran& oponentd, ktefi mnohdy
o metodach pouZzitych v préaci védéli mélo, o problematice membranovych proteini jests
méngé, a o jejich strukturni analyze tém&F nic. V nejlepsim piipadé se dalo oSekavat, ze
budou znat dobfe alesporti jednu &ast problematiky, a s ohledem na to byly publikace
sepisovany. Pii sepisovani disertatni prace se pak kandidat dostal do obtizné situace, kdy ty
nejpracnéjsi experimenty, které nakonec byly nejvétsim prinosem préce, se tieba
v publikacich neobjevily a bylo nutno je umistit do shrnuti. Prace je pak zakonité koncepéné

nevyrovnana.



Prvni kapitola prace je uvodem do problematiky. O jeho §ifi je vZdy moZno
polemizovat, vzhledem k tomu, Ze o fotosyntéze vychéazeji tlusté monografie v celych
sériich, cilem takové kapitoly nemtize byt vic nez prokazat, ze kandidat se orientuje
v terminologii a ptecetl si zakladni ¢lanky k tématu. To, myslim, osvéd¢il.

ObtiZe se strukturou spisu se nejvice tykaji kapitoly 2. Jako ¢ast 2.1 Zbynék zatadil
publikaci v niZ popisuje metodu exprese proteinu psbH, jeho izolace, purifikace a vymény
lipidt a detergentti. Podobnych expresnich a izola¢nich systémii neexistuje na svét¢ mnoho,
maximalné dvé desitky, a maloktery dava dostate¢né vytézky pro studium proteinovych
struktur. Diivodem je predevsim pracnost studia struktury membranovych proteint a
nejistota vysledku. Nedavno jsem téz zjistil, Ze existuje nékolik membranovych proteinti
pouzivanych jako 1ékové molekuly, expresni systémy pro né vSak zakonité nejsou
publikovany. Mala frekvence publikaci pak vede k malému mnoZstvi citaci coz jeSt€ snizuje
z4jem védecké komunity o praci s membranovymi proteiny, prestoze pro pochopeni
existence zivé bunky jsou veledulezité.

Technické problémy se strukturou prace se projevily zejména v ¢asti 2.2 Lipids kde
jsem to byl do znaéné miry ja jako $kolitel, kdo naléhal na jeji rozsifeni rozsifeni. VSichni
v Tieboni, na Novych Hradech a v Ceskych Bud&jovicich totiZ tak n&jak s membranovymi
proteiny pracujeme, izolujeme je a snazime se o ziskavani stale stejnych vzorkd. Pokud se
vzorek, tieba spektralné, nechova tak, jako vzorky které bézné méfime, tvaiime se, Ze
izolace selhala a pfipravime novy vzorek. Pod tlakem na vysledky se vétSinou neptame co
se stalo a pro¢ je vzorek jiny neZ ptedtim, i kdyz vSechno vetné pigmentového sloZeni je
stejné. Jakmile ale pfipravujeme vzorek pro jakoukoliv metodu, kterd nam muze dat
informaci o detailech proteinové struktury na Grovni atomt, NMR spektroskopii nebo
proteinovou krystalizaci, nemtizeme si luxus opakovaného pfipravovani vzorku dovolit.
Materialu potieba mnoho a izolace je drahd, vzorek je Casto izotopicky znaceny. V téchto
metodach mame ambici vidét kazdy atom, pfinejmensim tedy uhliku, dusiku, kysliku
ptipadné siry nebo fosforu. Pak zékonité uvidime i zdali jsou vSech ve stejné poloze nebo
v riznych polohach, nemtzeme se smifit s néjakymi smésmi mnoha rtiznych slozeni a
konformaci. NemiZzeme se tedy smifit s pfibliznou charakterizaci vzorku a musime pochopit
a zvladnou opakované a reprodukovatelné uvedeni vzorku do standardniho stavu. U
membranovych proteini to pfesné fe€eno znamena zavedeni stabilni a reprodukovatelné
metody izolace nasledované pfevedenim do velmi dobie charakterizovaného prostiedi
detergentovych micel nebo, jesté 1épe, lipidovych vacki. Mélo by se to tak délat vlastné

vzdycky.



V &asti 2.2 své prace Zbynék popisuje jak zavedl a pouzival metodu rekonstituce
proteinu do lipidovych vacku a jaké byly vysledky téchto rekonstituci. Signaly méfené
pomoci cirkularniho dichroismu byly pomérn€ anomalni a neni to poprvé, co jsme je
pozorovali. Myslim si, Ze vysvétleni molekularni podstaty lipid-proteinovych struktur které
se projevuji témito anomalnimi signaly, by kone¢né objasnilo jak vzniké grana a stroma
v thylakoidnich membréanach. Krystalizaci takovych struktur neni mozno o¢ekavat a proto
jsme si mnohé slibovali od NMR spektroskopie. Bohuzel se nakonec ukézalo, ze v NMR
spektru se da analyzovat jen ta frakce molekul, kterd neni vazana na lipidy. Opét jsme se
tedy nedozve&déli nic bliz§iho, coz vedlo i k tomu, Ze publikace téchto vysledki je pomérné
obtizna. A to pfesto, Ze o klicovém vyznamu té€chto vysledki jsem hluboce presvédcen.

V tieti ¢asti jsme se pak, se silnou podporou skupiny doc. Ettricha na Novych
Hradech, snazili vytézit maximum z toho méla strukturnich informaci které jsme méli.
Vysledky prvnich vypoc¢th potvrdily pozorovani poméru Sroubovicové a neusporadané
struktury z cirkularniho dichroismu i z NMR spektroskopie. Pfi pfechodu od struktury
v detergentové micele ke strukturdm bliz§im realnému stavu v rekonstituovanych lipidovych
vaccich jsme se museli obejit bez vysledki NMR spektroskopie, objekty takto vzniklé jsou
totiz tak veliké, ze v NMR spektru nejsou vidét. Dalsi komplikaci jsou anomalni lipidy
ptitomné v thylakoidnich membranach pro nez nejsou znamy parametry potencialového
pole pro vypoéty metodou molekulové dynamiky. Jak se nakonec ukazuje, i parametry pro
vapenaté ionty které pouzivaime misto hofe¢natych, nejsou tiplné odpovidajici tomu, co
vime o jejich interakci s fosfatovymi skupinami. A téch je na membranach mnoho. Prace
Zbynka Halbhubera nam umoznila nahlédnout celou §ifi této problematiky, mizeme vsak
pouze konstatovat, Ze je pfed nami obrovsky objem prace neZ dosdhneme vysledku, které
budou pro vysvétleni struktur thylakoidnich membran skute¢né relevantni. Jen doufam, ze
budeme schopni ziskavat dostatek kvalitnich doktorandu ktefi v praci budou schopni
pokracovat.

Z prvnich ohlast od téch, ktefi praci v pribéhu psani ¢etli a komentovali, jsem se
ujistil v tom, Ze pfi jeji §ifi nelze vyhovét vSem. Zejména u tieti kapitoly si Zbynék vyslechl
poznamky v celé §ifi od pfilisné technické detailnosti az po trividlnost a konstatovani
u¢ebnicovych pravd. Domnivam se tedy, Ze kandidat vypracoval praci vyjime¢né
samostatné a kvalitné a ze kazda jeji ¢ast pfinasi nové a unikatni védecké poznatky. K nim
dospél bez mozZnosti navazat zadsadné€ na pfedchozi projekty rozvijené v mistnich
laboratofich, naopak na jeho praci dnes fada doktorandti i védeckych pracovniki navazuje.

Préci vypracoval za technicky velmi obtiZznych podminek, pracoval ve ¢tyfech laboratofich,



v Novych Hradech musel sam instalovat piistroje a laboratof rozbéhnout, dale pracoval

v Tteboni a v Ceskych Bud&jovicich, vzorky pro NMR spektroskopii a vlastni méfeni
provadél na Univerzité Jana Keplera v Linci. Ze vSech laboratoii ziskal vynikajici reference
o své samostatnosti a schopnosti se rychle naucit nové techniky.

Na uplny zavér bych chtél fici, Ze Zbynek jiz stadil osvédcit to, co v akreditaénich
materidlech vzdy uvadime jako cil doktorského studia, tj. pfipravenost k vedouci praci ve
védeckych a vyzkumnych laboratofich. Pravé takovou praci uz totiz témét dva roky uspésné
déla ve Statnim zdravotnim tstavu v Kladné. Domnivam se tedy, ze Zbynék splnil
pozadavky kladené na studenta doktorského studia v mife mnohem vy3$i nez vétsina jinych
jejichZ obhajob jsem se v riznych rolich Gcastnil. Doporucuji tedy jeho praci k obhajobé

jako vynikajici.
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