Oponentsky posudek disertac¢ni prace Mgr. Julie Wolfové

»Insight into the structure of tetrameric flavoprotein WrbA
involved in oxidative-stress response*

Ukolem prace bylo vyiesit prostorovou strukturu enzymu WrbA
(tryptophan represor binding protein), objasnit do jaké miry ovliviuje strukturu
tohoto proteinu externi prostredi a pfinést nové informace o tom, jakou roli tento
enzym hraje v bunce. Toto téma dobfe zapada do napiné védecké laboratore,
kterou vede $kolitel doktoranda. Prace tak pfinasi nové poznatky o chovani
bunék ve stresovych situacich.

Obsahem prace Mgr. Julie Wolfové je krystalizace proteinu WrbA a nasledné
stanoveni tfi struktur potfebnych k objasnéni funkce tohoto enzymu. Jedna se o
strukturu tohoto enzymu bez navazaného kofaktoru, jeho strukturu s navazanym
kofaktorem [flavin mononukleotidem (FMN)] a také strukturu WrbA, kde jsou
molekuly enzymu v krystalu usporadany do pravotocivé spiraly. Autorka popsala
podstatné zmény ve struktufe enzymu vyvolané vazbou FMN a nasla dale
evolucni souvislosti s obdobnymi flavo enzymy.

Prace obshuje 20 strankovy uvod do problematiky a na stranach 21-34 jsou
struéné popsany vysledky prace pilné diskutované v ¢lancich v odbornych
Casopisech uvedenych v pfiloze (32 stran).

Bylo by lépe, kdyby prace byla napsana jakou souvisly text nezavisly na
publikacich v priloze. Po formalni strance je vSak prace zpracovana dobfe
splfuje vSechny pozadavky kladené na PhD praci.

Je evidentni, Ze vSechny body zadani prace byly spinény. Autorka zvladla
obtizné techniky pfipravy krystalickych proteinG a metodiku proteinové
krystalografie. Demonstrovala to Uspé$nou pfipravou monokrystali WrbA a
vyfeSenim tfi struktur tohoto enzymu. Ziskané vysledky byly zpracovany a
opublikovany v ¢&asopisech s velicedobrym renomé a ,impact faktorem"
(Biochimica et Biophysica Acta, Acta Crystallographica a Journal of Crystal
Growth, Protein Science).

Predlozena disertacni prace je kvalitni, splfiuje predpoklady kladené
zakonem a proto ji jednozna&né doporucuji jako podklad k udéleni titulu PhD.

=4

V Praze 29.6.2012 RNDr. Jindfich Hasek, DrSc




Oponentsky posudek disertacni prace

»insight into the structure of tetrameric flavoprotein WrbA involved in
oxidative-stress response*

Mgr. Julie Wolfova

Tématem prace je studium struktury flavoproteinu WrbA. Role rodiny téchto proteint
v zivych bunkach je stale ne zcela objasnéna.

Autorka se rozhodla predlozit praci ve formé péti komentovanych ¢lankd, coz je
akceptovatelna forma. Z téchto ¢lanku jsou ¢tyfi v prestiznich mezinarodnich ¢asopisech
(Journal of Crystal Growth, Acta Crystallographica, Biochimica et Biophysica Acta,
Protein Science) s nenulovym impakt faktorem. U tfech z nich je Julie Wolfova prvni
autorkou.

Prace je napsana v angli¢tiné logicky a je ¢lenéna na standardni ¢asti, jazykova 1
formalni uroven je dobra. Prace s literaturou, citace a uvadéni zdroji u ptevzatych
obrazku jsou adekvatni.

Uvod prace s komentafi prilozenych ¢lanku a souhrnem vysledki je na 34
stranach vcetné¢ odkazl. Je cely napsan ¢tivé a vystizné. V uvodu autorka strucné
vysvétluje vyznam studia struktury proteini a nasledné se vénuje charakteristice a
ptehledu znamych poznatki o rodiné flavoproteini WrbA, vysvétluje vyznam studia
jejich struktury a vytyCuje hlavni cile prace — krystalizaci dvou forem proteinu —
apoWrbA a holoWrbA, feseni krystalové struktury ze ziskanych difrak¢nich dat, detailni
komparativni analyzu struktury obou proteint, strukturni srovnani s flavodoxiny za
ucelem identifikace rozdilu a jejich vysvétleni vzhledem k funkci a srovnani s funkénimi
homology (Nqos).

V ¢asti dvé se vénuje problematice proteinové rtg krystalografie pocinaje
krystalizaci, kde popisuje proces a vhodné metody dale uzité v praci, a struéné i rtg
difrakci se zaméfenim na feSeni struktury (feSeni fazového problému) se zaméfenim na
pouzitou metodu molekuldrniho nahrazeni.

Dale autorka stru¢né popisuje zafazené ¢lanky v souvislosti s celym procesem od
krystalizace po 3D analyzu struktury a srovnani s podobnymi proteiny. Souhrn hlavnich

vysledku a jejich diskuse je v ¢asti 4.




Podstatnou ¢asti disertaéni prace byla finaln¢ tspé$na krystalizace tii forem
proteinu WrbA, u nichZ pak bylo mozné ur¢it krystalovou strukturu s rozliSenim
v rozmezi 1.8-2.6 A. Struktury byly deponovéany do proteinové strukturni databaze PDB.
Autorka dale studovala podrobnéji strukturni rysy tetramerizace a to studiem typul
rozhrani tetrameru a dale rozdily a zmény ve strukturach vyvolané vazbou s kofaktorem
FMN (flavin mononukleotid), jehoz vliv byl zjistén na vSech urovnich strukturni
organizace a nalezla souvislosti s obdobnymi flavoenzymy. Diskutovany jsou nejen
vlastni strukturni rysy ale i jejich souvislost s funkci WrbA. V zavéru jesté¢ autorka
naznacuje dal$i potfebné sméry vyzkumu.

Vsechny ¢asti prace byly popsany a publikovany v recenzovanych Casopisech a
k praci nemam zadné podstatné piipominky. Dil¢i otazky je mozné diskutovat pii
objahobe.

Zaveérem je mozné konstatovat, ze téma disertacni prace je aktudlni, pouzité
metody jsou aplikovany v. modernim vyzkumu biomolekularnich strukturnich studii.
Autorka diserta¢ni prace dostate¢né prokazala schopnost fesit vyzkumny projekt tviré¢im
zpusobem.

Diserta¢ni prace splituje pozadavky kladené na diserta¢ni praci v daném oboru. Z

uvedenych diivoda doporucuji praci jako podklad k udéleni titulu Ph.D.
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