Posudek habilitaéni prace RNDr. Pavliny Maloy Reza¢ové, Ph.D.
Structure-assisted design of enzyme inhibitors
v oboru Biofyzika, P¥irodovédecka fakulta Jiho&eské univerzity v Ceskych Bud&jovicich

Habilitaéni prace RNDr. Pavliny Maloy Reza&ové, Ph.D. se vénuje designu a vyvoji
inhibitorii enzymt na zakladé strukturné biologickych dat. Enzymy, které se podileji na
vzniku patologickych stavli, jsou vhodnym cilem terapeutického zasahu. Znalost
tfidimensionalni struktury t€chto enzymt na atomarni tirovni a zejména pak strukturni
podstaty interakci téchto enzymi s pfisluSnymi substraty ¢i modulatory je mocnym
nastrojem pro racionalni vyvoj specifickych a a¢innych inhibitori. Dr. Maloy Rezagové a
jeji skupina se této problematice soustavné vénuje fadu let, pfic¢emz hlavni pozornost byla
vénovana designu a vyvoji inhibitori HIV proteasy, lidskych karbonanhydras a lidskych
5°(3’)-deoxynukleotidas. V ptipadé HIV proteasy Dr. Maloy Rezddova a jeji
spolupracovnici pfipravili a struktuné charakterizovali komplexy tohoto enzymu s
inhibitory na bazi metalokarboranli a ukézaly, Ze tyto latky jsou schopné specificky
inhibovat HIV proteasu s nanomolarni afinitou. Rentgenostrukturni analyza ukazala
unikatni formu interakce téchto latek s HIV proteasou, ktera zajist'uje inhibi¢ni i€innost i
v pfipadé rezistentnich (mutovanych) variant HIV proteasy. Dal§imi enzymy, kterymi se
tym Dr. Maloy Rezadové zabyval, byly lidské karbonanhydrasy. Tyto metaloenzymy
hraji dileZitou roli v fadé lidskych patologii, z terapeutického hlediska je pak zajimava
zejména isoforma IX, ktera se pouZiva jako tumorovy marker nékolika typd nadort. Zde
se tymu Dr. Maloy Rezadové podafilo pfipravit a strukturng charakterizovat specifické
inhibitory isoformy IX karbonanhydrasy (CAIX) na bézi karboranového klastru s
navazanou sulfonamidovou skupinou. Posledni &ast habilitaéniho spisu Dr. Maloy
Rezatové tvofi publikace tykajici se designu inhibitori lidskych 5°(3’)-deoxynukleotidas,
tedy enzymu katalyzujicich defosforylaci deoxyribonukleosid-monofosfatii na pfislu§né
deoxyribonukleosidy. Tyto enzymy jsou vSak odpovédné i za deaktivaci analog
nukleosidii vyuZivanych v terapii virovych a nadorovych onemocnéni. V ramci této Casti
se tymu Dr. Maloy Reza€ové podafilo pfipravit nanomolarni inhibitory té€chto enzymt a
strukturné charakterizovat vazebné interakce inhibitori s enzymem. Tyto informace
budou nasledné vyuZity v dalSich studiich.

Habilitaéni prace se sklddd z 19 stran uvodniho textu a deviti kliGovych ptivodnich
praci, které Dr. Maloy Reza¢ovi a jeji kolegové publikovali na vybrané téma. Jedna se o
publikace otisténé ve velmi kvalitnich zahraniénich ¢asopisech, napt. The Proceedings of
the National Academy of Sciences USA, Journal of Medicinal Chemistry &i Angewandte
Chemie International Edition. V databazi Web of Science je pod jménem Dr. Maloy
Rezatové evidovano ke dni zahéjeni habilitaéniho ¥izeni (tnor 2019) 106 zaznami (z
toho 85 ptivodnich ¢lanki), které ziskaly 1303 citaénich ohlasi bez autocitaci, Hirschiv
index kandidatky byl 20. Mezi nejvice citované patfi publikace v PNAS USA tykajici se
designu inhibitori HIV proteasy na bazi metalokarboranti, ktera byla citovana 197x. To
vie svédei o tom, Ze prace Dr. Maloy Rezatové a jejich spolupracovnikii vyznamng
piispéla k problematice vyvoje inhibitorti vybranych enzymi a ziskala znaénou pozornost
védecké komunity v oboru.



PiedloZena habilitaéni prace jednozna&né ukazuje, ze Dr. Maloy Rezaova patti mezi
predni strukturni biology a to nejen v rdmci Ceské republiky, ale i v mezinirodnim
kontextu. Je expertkou na krystalizaci a rentgenostrukturni analyzu proteini a jejich
komplexi a aplikaci strukturnich dat pfi racionalnim designu inhibitori. Metodicky zabér
Dr. Maloy Rez4&ové je viak mnohem 8irsi, kromé rentgenostrukturni analyzy vyuzivé i
metody jaderné magnetické resonance &i kryoelektronové mikroskopie. V komunité
strukturnich biologh je Dr. Maloy Rez4&ova také velmi cenéna i pro svoji pedagogickou
¢innost, nebot se jiz fadu let systematicky vénuje vyuce metod feSeni 3D struktury
makromolekul na Pfirodovédecké fakulté UK v Praze a spoluorganizaci mezinarodnich
FEBS pokroéilych krystalizaénich kurzii ,,Advanced methods in macromolecular
crystallization®.

K ptedloZené habilitaéni praci mam nékolik dotazi, které jsou spiSe naméty do diskuse:

1. Pokraduje vyzkum inhibitord HIV proteasy a CAIX na bézi karboranii? Pokud ano,
jaké jsou nejnovéjsi vysledky? Pokud ne, co bylo divodem pferuseni tohoto
vyzkumu?

2. Byly pfi designu inhibitori popsanych v habilitaénim spisu pouzZity piistupy
zaloZzené na testovani knihoven malych fragmenti? Myslite, Ze je tento piistup
produktivnéj$i nez testovani knihoven ,,vétSich“ molekul?

3. Pfi racionalnim designu popisovanych inhibitori byly vyuzity metody vypocetni
chemie. Jakd byla shoda teoretickych predikci s experimentidlnimi daty (napf.
vysledky molekulového dokovani vs krystalové struktury).

Shmuti posudku:

Zavérem konstatuji, Ze habilitaéni price RNDr. Pavliny Maloy Reza&ové, Ph.D.
rozsahem i kvalitou spliiuje kritéria kladena na tento typ prace a udéleni védecko-
pedagogické hodnosti docent a plné ji doporucuji k obhajobé.

Dne 3. zafi 2019 prof. RNDr. Tom4s Obsil, Ph.D.
Ptirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy
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Oponent's review of Habilitation thesis of Pavlina Maloy Rezagova
Structure-assisted design of enzyme inhibitors

in the field of Biophysics, Faculty of Science, University of South Bohemia in

Ceské Budéjovice

The thesis .. Structure-assisted design of enzyme inhibitors“ briefly describes the
application of structural approaches to design new inhibitors. All inhibitors mentioned in the
thesis have potential in medical applications.

The thesis consists of brief Introduction (2 pages), Results (11 pages) divided into three
sections (each supported by three papers), Summary and future perspective (2 pages),
References and attached papers.

The introduction contains a brief overview of the methods and motivation for the thesis.
Although this part is rather short, it contains all necessary information for further reading and
evaluation of the following text.

Part Results is divided into three sections related to inhibition of three groups of enzymes
with an application potential: HIV proteases, human carbonic anhydrases, and human 5°(3’)-
deoxynucleotidases. The thesis highlights novel inhibitors, especially the carborane inhibitors
of the first two target enzymes. This observation has enhanced our understanding and

possibilities to inhibit enzymes extensively.

The content of the thesis strongly depends on the availability of crystal structures that
have been solved. My inspection of a few of the structures convinced me about the high
quality of the crystallographic work that has been done and for which the applicant was
responsible. All other work mentioned in the thesis fits well to the field of Biophysics and
declares the high scientific quality of the applicant.

The level of the thesis is high and all results are supported by peer-reviewed publications
in high-quality journals. Therefore, I have no question that would have to be answered before
my recommendation to accept the thesis or not. Still, [ have three questions beyond the scope

of the thesis:

1) What is the global health risk of future application of the carborane inhibitors?
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2) How difficult it is to prepare specific modifications of the carborane inhibitors for

further studies and improvement?
3) What is the reason for unfavourable pharmacokinetic properties of compounds
containing the phosphonic acid moieties? Is it the chemical instability or rather a low

efficiency to penetrate the cell membrane?

Summary of the review:

I recommend the acceptance of the habilitation thesis of Pavlina Maloy Rez4&ova. The thesis
is novel, supported by high impact publications, and declares high scientific profile of the

candidate in the field of Biophysics.

Date 1.8.2019 doc. Ing. Petr Kolenko, Ph.D.,
FNSPE CTU



Posudek habilitaéni prace RNDr. Pavliny Maloy Rezdclové Ph.D.
Structure-assisted design of enzyme inhibitors

v oboru Biofyzika habilita¢niho fizeni, Pfirodovédecka fakulta Jiho&eské
univerzity v Ceskych Budéjovicich

1éma a aktudinost babilitaini prace. Habilitaén{ prace Mgr. Pavliny Maloy Reza¢ové shrnuje
devét piivodnich védeckych praci, které se zabyvaji strukturnimi aspekty ndvrhi léiv cilenych proti
tiem enzymum. VSechny tfi jsou dilezitymi lé¢ebnymi cili. Enzymy jsou obecné dobrymi cili pro
struktorou inspirovany névrh lé¢iv zejména proto, ze maji dobte charakterizované a obvykle
strukturné definované aktivni misto, na které se obvykle navrhy inhibitori a potencialnich lé¢iv
soustfedi. Z tohoto pohledu je védecky program autorky dobte cileny a dlouhodobé udrzitelny.

Formalni zpracovdni habilitaini price. Po strince formalni mé disertaéni prace vysokou
uroven. Je napsand formou komentéfe k deviti publikovanym pracem a to dobrou angli¢tinou. Diiraz
je kladen na metodologii stanoveni struktur pro névrh ligandu, typicky inhibitord, enzymi a to
zejména metodou X paprskové krystalografie. Viechny studie jsou ale multidisciplinarni, doplnény
biofyzikalnimi daty a vétsinou i daty biologickymi.

Vysledky védecké price. Habilita¢ni prace se vénuje strukturnim studiim tif dilezitych enzyma,
HIV protedzy, lidské karbonické anhydrazy a lidské deoxynukleazy.

Oblast studia HIV protedzy a jeji inhibice je téma tradi¢né péstované na UOCHB. V praci
jsou prezentované novéjsi vysledky, kdy se jako hlavni molekula pro dalsi farmakologicky vyzkum
(“lead compound”) zataly na UOCHB studovat riizné substituované metalokarborany. V této oblasti
pfinesla studia z laboratofe vedené autorkou nékolik vysoce rozlisenych struktur komplexi proteaza-
inhibitor. Ty pomohly pochopit zékladni mody interakce metalokarboranii jako nového a
nekonvené¢niho typu inhibotoru a rovnéz vedly k navrhu nové substituovanych metalokarboranii s
vy$i afinitou.

Uspésné zavedeni metalokarborant jako inhibitori zjevné inspirovalo k jejich aplikaci na
inhibici lidské karbonické anhydrazy. Z nékolika isoforem tohoto enzymu je dillezitd inhibice
isoformy IX (CAIX), kterd mize pfispét k recesi rakoviného bujeni. Sou¢asné inhibitory CA ale maji
nedostate¢nou specificitu, a inhibice nékolika isoforem soucasné vede k nezédoucim vedlejsim
u¢inkam. Jako v ptipadé HIV proteazy, byly i pfi hledani specifickych inhibitoria CAIX pouzity
krystalové struktury. Jejich vyfeseni vedlo k ndvrhim inhibitorii s vyssi afinitou i specificitou k CAIX.
Neékteré z téchto nové navrzenych inhibitori CAIX byly patentovény a probihé na nich preklinicky
vyzkum.

Ttetim enzymem dlouhodobéji studovanym v laboratofi autorky je lidska 5°(3)-
deoxynukleotiddza. Vysoka aktivita tohoto enzymu, keery katalyzuje defosforylaci mononukleotida,
vede ke vzniku resistence k ani-HIV virostatikim. Strukturni studie z laboratofe autorky vedly k
hlubsimu pochopenti specifickych interakei inhibitort se dvéma isoformami tohoto enzymu,
cytosolickou a mitochondridlni. Kombinace strukturnich a biofyzikélnich studii a biologickych testi
vedly k ndvrhiim série novych inhibitord, které maji vysokou afinitu a vét$i specificitu k cytosolické

vevys

formé, kterd je pro potladeni resistence dileZitéjsi.

Pedagogickd cinnost. Autorka je od roku 2003 garantem semestralni pfednasky Urcovani
trojrozmérné struktury makromolekul na P¥irodovédecké fakulté UK. Piedmét je nabizen Katedrou
biochemie a je pfednasen autorkou spolu se dvéma kolegy.

Vyznamné a rovnéz dlouhodoba (od roku 2001) je aktivita autorky pti organizovani kurzii o
krystaliza¢nich technik4ch. Kurzy jsou spoluorganizovany JU (doc. Kuti-Smatanova) v Univerzitnim



a akademickém centru Nové Hrady. Protoze jde o “FEBS advanced courses”, jedn4 se o vyznamnou
aktivitu s vyraznym mezinirodnim pfesahem.

Autorka je $kolitelka studentit bakalatského (tfi absolventi), magisterského (&tyti absolventi) a
postgraduilniho (dva absolventi) studia na Université Kardové.

Pozndmky a otdzky. U CA je z lékatského hlediska nuté cilit zejména na isoformu CAIX.
Reportované krystalové struktury jsou komplexy inhibitori s isoformou CAII. Byla ditvodem $patnd
krystalizace inhibitorii s CAIX?

Jaké perspektivy vidi autorka pro budouci spoluprici s JU? Bude pokratovat v organizaci
kurzii FEBS, plinuje rosifit svou pedagogickou aktivitu na vyuku na JU?

Shrnuti posudku:
Autorka vyrazné piekratuje Doporuéena kritéria pro spééné habilitaéni fizeni na PfF JU,
zejménav poétu publikaci, hodnotou Hirschova indexu a po¢tem citaci svych praci.

Diilezité je, Ze se autorka dlouhodobé systematicky vénuje oblasti pedagogické price. V prvni
fad¢ je garantkou pfedmétu na Piirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy v Praze. Na UK Praha

rovnéz $koli bakalaiské, diplomové, i postgradudlni studenty. Ve spoluprici s JU spoluorganizuje
mezindrodni pokro¢ilé kurzy FEBS.

Z téchto ditvodit doporutuji udélit Mgr. Pavliné Maloy Rezidové titul docent pted jménem.

Dne 26. srpna 2019 Bohdan Schneider
Biotechnologicky dustav AV CR, v. v. i.





