UOCHB &
IOCB PRAGUE

Ustav organické chemie a biochemie

Akademie véd Ceské republiky, v. v. i.

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry
of the Czech Academy of Sciences

Oponentni posudek na disertacni praci Mgr. Tomase Pazderky

,Study of protein structure and dynamics by means of optical spectroscopy”

PfedloZzena disertacCni prace je zamérena na hlubsi pochopeni struktury a dynamiky
proteinU studované pomoci metod vibraéni spektroskopie. Prace shrnuje novy a originalni
vyzkum, jehoZz vysledky byly publikovany v renomovanych védeckych casopisech (7
publikovanych ¢lank( v impaktovanych ¢asopisech a jednu prdci zaslanou, pficemz u tfi je
predkladatel zaroven prvnim autorem.). Prace je zpracovana jako relativné uceleny text
shrnujici podstatnou cast kandidatova vyzkumu, je logicky strukturovand a pfiméfené
dlouha. Rozsah vysledkl odpovida nékolikaleté samostatné praci. Celkovy dojem je
nadprimérny, prace je graficky dobfe zpracovand a dojem nerusi zadné nepresnosti,
nelogic¢nosti nebo nejednoznacné definice. Prace je napsana velmi kvalitni anglictinou.

Disertace je rozdélena do nékolika oddilt. Teoretickd ¢ast obsahuje stru¢ny uvod
do struktury a dynamiky protein( a prehled pouZitych experimentalnich metod, jejich princip
a poutziti. Trochu mi zde chybi SirsSi reSerSe na publikované prace na studium chovani
proteind pomoci VCD a ROA. Samotna prdce zpracovava jak metodiku pro rozsifené pouZiti
zvolenych metod (intenzitni korekce pro Ramanovu a ROA spektroskopii, 2DCoS) pfi studiu
protein(, ¢i vyvoj novych postupll (VCD mikroskopie), tak se zabyva praktickymi pfiklady
pouziti jednotlivych metod pro studium proteind, ¢i jejich casti (neplanarity amidd,
Ramanova spektroskopie aminokyselin, interakce proteint s ligandy nebo studium struktury
fibril). Prace posouvd moZnosti pouZiti chiroptickych metod pfi studiu biomakromolekul
(zejména bych vyzdvihl pilotni studii na VCD mikroskopii, studium oligomerizace pomoci 2D
spektroskopie, nebo DCDR), coZz mUZe pfinést nové poznatky o chovani proteind za riznych,
Casto i extrémnich podminek. Nutno podotknout, Ze vétSina experimentalnich postupl je
provedena s extrémni preciznosti, coz kvalitu prace jen zvySuje. Mozna bych jen trochu
vytknul tematickou neucelenost, kde se stfidaji jak pouZité techniky (Raman, ROA, VCD), tak
studované jevy (neplanarity, ligand binding, tvorba fibril). Moznd by bylo lepsi vybrat dvé
témata a studovat je zejména pomoci kombinace riznych metod a zapojit nové vyvinuté

postupy.

K predkladané praci mam jen drobné dotazy, i pfipominky, které by mély spise
otevrit prostor k diskuzi nad zajimavym a dileZitym tématem a nemély by byt brany jako
vyrazna kritika predkladané prace.
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Otdzka 1: Pfi pouziti VCD instrumentu s dvéma extra ¢ockami pro mapovani fibril (kapitola
2.1.2) byly nejprve pouzity f/3 cocky, poté byl stejny vzorek mapovdan za pouziti f/1 ¢ocek.
Jaka je stabilita fibril v ¢ase? Nezméni se za dobu jednoho méreni struktura vzorku? Proc
jsou VCD spektra u obrazku 2.8 prerusena v oblasti kolem ca. 1500 cm™?, zatimco IR spektra
jsou kontinudlni v celém rozsahu? Jak autor vidi moznost vyuZiti ROA pro obdobné ucely?
Fibrily byly zkoumany pomoci ROA napfiklad v Kessler et al. PCCP 2017, 19, 13614.

Otdzka 2: V kapitole 2.1.3 autor rozebird neplanaritu amid( a zminfuje, Ze byly nalezeny
chrakteristické signaly pro detekci neplanarity u amidu. Které to jsou? Autor rovnéz zminuje,
Ze publikovany dataset Ize vyuzit jako testovaci nastroj pro studium anharmonickych korekci
v C-H a C-D oblasti ROA spekter. Zajimalo by mé, zda autofi provedli néjaké anharmonické
vypocty pro modelové spiroslouéeniny. Zavérem kapitoly se piSe, Ze prace byla provedena na
silné rigidnich systémech a Ze dalSim krokem by mélo byt studium flexibilnich systéma.
Jelikoz byla prace publikovana v roce 2013, zajimalo by mé, jakym smérem se tedy autofi
vydali.

Otazka 3: Vkapitole 2.1.4 o Ramanové spektroskopii aminokyselin autor porovnava
Ramanova spektra v krystalové formé, vroztoku a ve formé amorfniho ,skla“. Nemam
zkuSenosti s Ramanovymi spektry krystal(. Zajimalo by mé, zda je autor schopen rozpoznat
napf. rzné polymorfni formy krystall, pfipadné rozeznat monokrystal od solvatu nebo
kokrystalu. Pfi pohledu na prezentovana spektra by meé zajimalo, pro¢ nejsou spektra
vodnych roztokd zmérena ve stejném rozsahu jako krystaly (tedy pod 500 cm™). Spektra byla
mérena za poutziti dvou rlznych pftistroji s dvéma rdznymi laser (532 a 632 nm). M4 rozdil
néjaky vliv na vysledek? Spektra Tyrosinu a Prolinu mi pfipadaji v porovnani s ostatnimi
daleko vice strukturovana (vyrazné&;jsi a ostfejsi pasy). Cim si to vysvétlujete?

Otdzka 4: Kapitola 2.2.1 se zabyva 2D korela¢ni analyzou VOA spekter, nicméné praktické
pouziti pti studiu oligomerizace proteinli je ukazano za pomoci IR a Ramanovy 2DCoS. Jak
autor vidi moznosti pouziti ROA a VCD pro stejné ucely ve formé 2DCoS?

Otazka 5: Kapitole 2.2.3 se zabyva studiem vlivu interakce ligandu s proteinem na jeho
stabilitu a dynamiku pomoci Ramanovy spektroskopie. V souvisejici publikaci se autor letmo
zminuje o vlivu glykosylace na ligand binding u AGP. MUzete to blize vysvétlit? Bylo by
mozné pro studium teplotni stability pouzit i napfiklad ROA? Jak stabilni musi byt protein-
ligand komplexy aby je bylo mozZno studovat popisovanou metodou?

Je dobré si uvédomit, Ze kandidat stravil podstatnou ¢ast roku 2012 a 2013 na
pracovistich spolec¢nosti BioTools Inc., kde pracoval pod vedenim napf. prof. Nafieho, ktery
je predni osobnosti v oboru vibracni optické aktivity, coz se na kvalité predkladané prace
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jisté podepsalo. Zavérem bych konstatoval, Ze predkladana prace splfiuje veskeré pozadavky
kladené na disertacni prdci, a proto ji s potéSenim doporucuji k obhajobé a po jejim
Uspésném obhajeni doporucuji udéleni akademického titulu Ph.D.

V Praze dne 27. 08. 2018 Ing. Jakub Kaminsky, Ph.D.
UOCHB AV CR
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