Oponentsky posudek diserta¢ni prace Oksany Degtjarik, MSc
,»Crystallization and structure-functional studies
of bacterial haloalkane dehalogenases and His phosphotransfer
protein AHP2 from model plant A.thaliana*

Zvolené téma vhodné zapada do napliné védecké laboratore, ve které byl doktorand
Skolen. Prace obsahuje na stranach 1-42 Gvod do problematiky. Na stranach 43-90
jsou popsény vysledky prace na rliznych variantach proteinu LinB (DbeAl, DpcA
z psychrotropni bakterie a DmxA z Marinobecter sp.). Na stranach 91-140 je
krystalova struktura AHP2 a analyza moznych interakci AHP2 s vazebnou doménou
jeho pfirozeného ligandu CKI1. Na stranach 141-146 jsou shrnuty vysledky préace.

V ramci projektu Oksana Degtjarik, MSc

1. vyfeSila pét krystalovych struktur vybranych mutantd haloalkane dehalogenas a
to konkretné:

e optimalizovala krystaliza¢ni podminky mutantt LinB32 (L177W), LinB86
(L441+H107Q), LinB70 (L177W+W140A+F143L+1211L),

e stanovila vliv fyzikalné chemickych parametrl na krystalizaci,

e vyfeSila dvé krystalové formy holo-LinB32 a komplexu LinB32 s ligandem
1,2 — dibromoethanem,

e vyfeSila strukturu holoenzymu LinB370 a jeho komplexu s 1-
bromobutanem,

e analyzovala vliv zmén ve struktufe vyvolanych mutacemi a vazbami
ligandd,

e UCastnila se dale na feSeni péti krystalovych struktur psychrofilnich

enzymU DpcA a DmxA a jejich komplext s ligandy 1-bromohexanem a
1,2-dichloroethanem.

2. stanovila strukturu histidine phosphotransfer protein 2 (AHP2) a analyzovala jeho
interakce s ligandem (vazebnou doménou histidine kinazy CKI1)

e nasla optimélni podminky krystalizace proteinu AHP2,

e vyfeSila strukturu proteinu AHP2 metodou proteinové krystalografie,

e analyzovala zjisténé strukturni rozdily mezi AHP2 a obdobnymi proteiny
z vysSich rostlin,

e ovéfila zpusob vazby AHP2 na CKI1 a zjistila, které interakce jsou
vyznamneé pro vazebnou specifitu AHP2.

Autorka prokazala v prabéhu této prace hluboké znalosti problematiky a schopnost
samostatné védeckeé prace. Pripravila krystaly, vyfeSila samostatné nékolik struktur



proteini a deponovala je v Proteinové strukturni databance pod kodovym
oznacenim 4PAC pro AHP2, 4WDR pro LinB86 a 4WDQ pro LinB32. Podafilo se ji
objasnit divody vazebnych zmén ve studovanych komplexech. Byl bych rad, aby
autorka nastinila dalSi planované experimenty a uvedla mozné vyuZziti provedenych
strukturnich studii v praxi.

Autorka publikovala celkem 5 publikaci vimpaktovanych &asopisech. Ctyfi prace
byly jiz otistény v klasickém Casopise Mezinarodni krystalografické unie IUCr Acta
Crystallographica a jedna prace v J.Cryst.Growth (s vynikajicim impakt faktorem
4.7). Presentovala svoji praci na sedmi mezinarodnich védeckych konferencich.
Aktivné se téz podilela na pfipravé a vyuce mezinarodniho vzdélavani
postgradualnich student v ramci Evropského projektu ,Schola Ludus*.

Je spoluautorkou na jedné patentové pfihlasce.

Byly splnény vSechy ukoly v zadani disertacni prace. Vysledky byly a budou
publikovany v fadé uznavanych mezinarodnich ¢asopisl. Lze oCekavat, ze vysledky
tohoto zakladniho vyzkumu mohou mit uplatnéni v dalSich biologickych oborech a
v |ékafstvi. Je zfejmé, Zze autorka problematice dobfe rozumi a zvladla vSechny
potfebné techniky pfipravy krystalickych protein a metodiku proteinové
krystalografie.

VSechny ziskané vysledky byly zpracovany a deponovany v Proteinové strukturni
databdzi PDB a v dobfe impaktovanych Casopisech. Prace je sepsana prehledné.
Ma vSechny predepsané nélezitosti a zvoleny format odpovida pozadavkim na
dizertaCni prace.

PredloZzena disertacni prace Oksany Degtjarik, MSc splhuje vSechny pfedpoklady

kladené zdkonem a proto ji jednozna&né doporucuji jako podklad k udéleni titulu
PhD.

V Praze 15.10.2014 RNDr. Jindfich Hasek, DrSc



Oponentsky posudek disertacni prace

,,Crystallization and structure-functional studies of bacterial
haloalkane dehalogenases and His phosphotransfer protein AHP2
from model plant A. thaliana”

Autorka: Oksana Degtjarik

Autorka predlozila k obhajobé praci sestavajici ze tii obeengjSich Gvodnich kapitol a
nasledujici ¢asti vysledki a diskuse, kterd je fakticky souborem h lavnich publikovanveh clanka.
Na Gvod je uveden soupis ;m ¢lanka pouzitych do dizertace, z nichZ u tii je Oksana Degtjarik
prvni autorkou. Jedna se o tii publikace v Acta Crystallographica I a jednu v celkem prestiznim
asopise Crystal Growth and Design. U prvniho uvedencho ¢lanku mné neni ziejme, jesth je
piipravovan & byl odeslan, pripadné. do kierého Casopisu. Vivodu (prolog) je strucnt
charakterizovan vyznam prace a hlavni cile, které jsou rozdéleny do dvou projekit — (a)
krystalizace a *}mi hézna krystalograficka analyza whx ar‘syaiw halogenalkandehalogenas (HLD) a
jejich vybranych variant a (b) krystalizace a vyfedeni struktury proteinu AHP2 z 4 Arabidopsis
thaliana a studiu jeho interakce s ligandem.

\ s}%\uﬁﬁn avodu je na 24 stranach rozebran vyznam halogenalkandehalogenas a nastinéna
jejich mozna aplikace pfi ochrané Zivotniho prostiedi i pro biodegradaci riznyeh halogenov i
polutantii & jako biosenzorli halogenovanych sloucenin. Z toho také vyplyva, ze téma prace |
aktualni a xwmm studovanych latek podstatny i v praxi. Z cca dvou set HLD byla dosud urcena
struktura pouze u deseti z nich. Autorka charakterizuje jejich strukturni typ, reakéni me %a;ni&;my
a dalsi vlastnosti, zejména selektivitu k xuimwu a poté varianty L%a?% enzyvmu (LinB32, LinB86
a LinB70), které jsou vybrany pro dalsi studium. Dale se vénu "c popisu proble ematik Ky s ﬂ;m&mu
a uvadi prehled dosud vyfesenych struktur piibuznych mwzu uz 1o ,«%w i iéni § a%n ‘\é P2

a metody Citd asi dese :

%

Treti ¢ast nazvana é\! m ialy jen
metodam, jelikoZz materialy jiz byly charakterizovany v Casti >zentovan
struény prehled ki‘}f’am)imémd technik a principy rtg difrakcnic i a urceni 3D

struktury.
Tvto iwdni Sasti pokladam za veelku vystizné a struéné formulovane bez ziejmych
faktickych chyb. Prace s literaturou se mné jevi adekvatni.
Nejdilezitéjsi casti jsou vlastni vysledky, které jsou prezentovany  vetSinou po
} dnotli \\Lfl lancich s vyjimkou &asti 4.2.2, kiera je ziejmé pripravovana k publi ikaci a také
sasti 4.1.2, u které to neni ziejmé, Fakricky se cdm o piepsané ¢lanky, nikoli viak jejich pfesné
kopie. Odchylky textu od origindlnich clanki jsou ale minimalni (napf. v citaci 3 z prologu).
Naskyta se otazka, pro¢ tedy nebyly pouZity pfimo kopie vyslveh ¢lanka resp identické texty.
Vzhledem ke zvolené formé prace bych uvital, kdyby kromé p&kné napsané obecné Gvodni
spoletné &asti shrnujici metodiku a dosud znameé wxlwdk} byla v praci také obdobna cast
podobné shrnujici a diskutujici ziskané vysledky. ale napf. i méfeni. | kdyz je vétsina informaci
uvedena v jednotlivych podkapitolach. byla by Sirsi apui {: 14 diskuse (tedy v podstaté rozvedeni
zaverecné casti vysledkil) pro Stendfe uZiteéna. Ve zvoleném formatu se navic nékteré véci
opakuji. coz vynika zvIasté v autoreferatu, kde jsou do ¢asti vysledkil v podstate jen sefazeny
jednotlivé abstrakty. Pravdépodobné nelze dvé &asti, které spolu kromé& metodiky pfilis nesouvisi




a ziejmé vyplynuly ze soucasné FeSenych projekti. spojit do jednoho textu. ale v ramei kazde
z <asti by to snad mozné bylo.

Vzhledem ktomu, 7e vyznamna &ast prace byla vénovana nalezeni vhodnych
krystalizacnich podminek. v Gvodu je prehled krystaliza¢nich metod a byla pfipravena fada
krystalu  vhodnych pro difrakci. mohlo by byt zajimavé uvést souhrnny g%i‘g%% i viech
studovanych materidlt vzhledem k tomuto, tedy napf. ve formé - material. konkréini usp&sna
krystaliza¢ni technika. ziskané velikosti. pfipadné tvar krystalku. rozliSeni pro ej @l\c U
posledniho éwe}a chapu tyto hodnoty uvedené v textech jako omezené vyhradné kvalitou krystalu
a nikoli méficimi podminkami jednotlivich experimenti. Je to tak? Jinak nalezeni
E{r}i&miim&mciz pndmégsc%\ patii k podstatnym vysledkum préce. Zajimavé jsou napf. vyrazne
rozdily v podminkéach pro krystalizaci variant LinB. Pozitivn¢ lze jisté hodnotit snahu nejen
strukturu ur¢it, ale zabyvat se i interpretaci a funkei. Jelikoz jsou v Givodu zvyraznény mozné
praktické aplikace studovanych materiala. mohlo by byt v zavéru uvedeno explicitng, jaky pro to
mohou mit dopad ziskané vysledky.

Studentka ve své praci dostateCné projevila schopnost fesit vyzkumny projekt tvaréim
zplsobem a zarodit své bohaté zkudenosti zejména s krystalizaci proteinu. Price je psana anglicky.
Jazyk je aka:sgzia‘mm%@z}ﬁ bez patrnveh chyb. alespon, jak mohu posoudit. Studentku znam z GCasti na
nekolika akcich 1 jako \*ﬁimi schopnou organizatorku laboratornich kursu a ani v nejmens$im
nepochvbuji, Ze »ﬁpi fuje kritéria pro udé Ea ni titulu Ph.D.

Disertaéni praci také dmmzt iuji jako podklad k udéleni tohoto titulu po Gspéiné obhajobe.

YV Praze 18, 11,2014

Doc. RNDr. Radomir Kuzel. CSc.



Posudek na doktorskou diserta¢ni praci Oksany Degtjarik

Crystallization and structure-functional studies of bacterial
haloalkane dehalogenases and His phosphotransfer protein
AHP2 from model plant A. thaliana

Doktorska diserta¢ni prace Oksany Degtjarik, MSc. shrnuje vysledky studii zabyvajicich se
studiem optimalnich podminek krystalizace dvou nesouvisejicich tiid proteini, dehalogenaz a
proteinu AHP2 fosforyla¢ni kaskddy. Cile prace jsou shrnuté v iuvodu na strané 4. Strukturné
biologicky zaméfena studie se sousttedi na kriticky krok krystalografické analyzy, krystalizaci vzorka,
vénuje se rovnéz stanoveni a analyze studovanych proteind.

V prvni ¢asti prace jsou diskutovany optimalni krystaliza¢ni podminky nové navrzenych
variant dehalogendz. Vysledky studia krystalizace variant dehalogendz LinB, DpcA, DmxA a DbeAl
jsou shrnuty ve dvou publikacich v Acta Crystallographica F a jedné v Crystal Growth & Design. Prace
popisuji krystaliza¢ni podminky a analyzuji predbézna difrakéni data. Souhrn popisujici strukturni a
enzymatické vlastnosti této Siroké ttidy enzymui ukazuji na porozuméni problematice, autorka tézi i
z rozsahlé zkusenosti laboratote se studiem této tiidy enzymu. Navrhy konkrétnich variant jsou
stru¢né zminovéany v uvodu, neni ale zfejmé, zda byly provadény za spolut¢asti autorky. Ostatni
metody, které zjevné musely byt rovnéz pouzité v raimci autoréinych projekti, na mysli mam napiiklad
techniky molekuldrni biologie nutné k expresi proteini1 a analytické postupy purifikace proteini,
nejsou v préci nijak diskutovany.

Druha ¢ast prace se vénuje studiu krystalizace proteinu z fosforyla¢ni drahy AHP2. Uvod do
slozité problematiky signalizace poskytuje prehled vytesenych struktur proteint ptibuznych AHP2 a
shrnuje zdkladni funkce AHP2. Vysledky krystalizace jsou shrnuty v publikaci v Acta Crystallographica
F. Cenné je, ze krystalovou strukturu AHP2 se podafilo vytesit fizovanim technikou SIRAS na
rozliSeni 2.5 A, prace je v rukopise. Porovnani struktury AHP2 s ostatnimi znAmymi strukturami
fostatovych prenaseci ukazuje velkou podobnost, v§echny struktury vykazuji pentahelikalni fold ne
nepodobny foldu interleukina z rodiny IL-10. Rukopis rovnéz diskutuje molekuldrné dynamickou
studii interakce AHP2 s ¢4sti histidinové kindzy. Predpovézené kontakty byly ¢aste¢né experimentdlné
ovéteny NMR spektroskopii komplexu v roztoku.

V celé praci jsou literdrni zdroje jsou citovany peclivé, rovnéz z nich vyplyvd, ze prace je
soucdsti dlouhodobéjsiho usili laboratofi na Jihoceské univerzité a zejména na Masarykoveé univerzité
komplexné studovat enzymologii dehalogendz, nové i strukturni biologii fosforyla¢ni kaskady
v rostlindch. Metody a materidly pouZité v praci jsou popsany dostate¢né podrobné, zejména
v citovanych publikacich. Ani pro jeden ze studovanych proteinti jsem v dizerta¢ni praci nenalezl
odstavec nebo tabulku racionalizujici nebo alespon shrnujici dosazené optimalni krystaliza¢ni
podminky. Je mozné dosazené vysledky zobecnit?

Ptes ur¢itou zkratkovitost a i¢elové spojeni dvou vnitiné nesouvisejicich témat
predkladatelka zcela prokazatelné zvlidla moderni experimentdlni metody molekularni biologie a
zejména biofyzikélnich aspekta krystaliza¢niho procesu a je tieba ocenit systematické usili autorky i
laboratofe ujimat se nevdé¢éné ulohy krystalizovat proteiny.



Na zakladé této prace doporucuju Zddost Oksany Degtjarik, MSc. o udéleni titulu Ph.D. ke

kladnému vytizeni a doporucuji ptijmout praci k obhajobé.

V Praze 18. listopadu 2014 Bohdan Schneider



