OPONENTSKY POSUDEK

K posouzeni jsem dostal vytisk disertacni prace s ndzvem Study of conformations and conformational
changes of proteins using mass spectrometric methods (¢esky Studium konformaci a konformacnich zmén
proteinli metodami hmotnostni spektrometrie), kterou vypracoval Mgr. Alan Kadek pod vedenim skolitele
Dr. Petra Mana v ramci doktorského studijniho programu Biochemie na Pfirodovédecké fakulté Univerzity
Karlovy v Praze. Po formalni strance ma disertacni prace charakter spisu kombinujicitho autorsky text
s pfilohou souvisejicich publikovanych védeckych praci. Bez pfiloh je rozsah 58 stran, disertaéni prace
obsahuje shrnuti v jazyce anglickém i ceském, dale Uvod, struény prehled pouZité metodiky, vysledky
s diskusi a zavér s hlavnimi vystupy. Citovano je 162 polozZek literarnich zdrojd. Prilohy obsahuji tfi
publikované prdce a jeden rukopis, ktery byl v dobé sepsdni v recenznim fizeni. Ve vSech pripadech jde o
¢lanky prvoautorské. Jazykem disertacni prace je anglictina, dle mého ndzoru na velmi vysoké Grovni, veskery
text je psan svizné, struc¢né, Ctivé a srozumitelné. Nicméné jsem nachazel v textu pasaze (neplati obecné a je
to zfejmé dulsledek toho, jak byl text kompilovan z vice plvodnich zdrojh), kde byly nedostatky v pouZziti
gramatickych ¢len(, zejména ¢lenu urcitého, cozZ je mym namétem pro autora k zdokonalovani ciziho jazyka.
Navrhy dprav jazyka jsem uvadél tuzkou pfimo v textu.

Teoretickd Uvodni ¢ast disertace se zabyva predevsim metodami pro studium proteinovych struktur a jejich
zmén v biologickém vyzkumu. PiSe se o rentgenové krystalografii, nukledrni magnetické rezonanci a
elektronové mikroskopii. V souladu se zamérenim experimentd je detailnéji podana pasdZz o pouiZiti
hmotnostni spektrometrie, at uz se jedna o aplikaci pfistroji s iontovou mobilitou, pouziti ¢inidel pro
vytvoreni pricné vazby mezi ¢astmi polypeptidového retézce, které se nachazeji v pfihodné vzdalenosti, nebo
vyuZiti izotopové vymény vodik/deuterium (HXMS). Uvod je zakonéen texty o proteolytickych enzymech
z travici stavy masozravych rostlin (rod Nepenthes) a o cellobiosadehydrogenase, coZ je opét uvedeno logicky
se zamérenim. Text je z mého pohledu zpracovdn bez pripominek, jedinou drobnou vytkou by snad bylo casté
synonymni pouZivani pojm( ,,metoda” a ,technika“, coZ povaZuji za chybu, nebot to neni totéZ, metoda totiz
v principu vyuZivd vice technik. V diskusi pfi obhajobé by bylo vhodné o definicich a sprdvnych vyznamech
pojmi technika, metoda, metodika, technologie ¢i metodologie pohovorit.

Vysledkova ¢ast s diskusi komentuje Etyfi oblasti experimentalni prace autora a jeho spolupracovnikd. Slo 1)
o pripravu a charakterizaci rekombinantni proteasy nepenthesinu, kdy bylo napfiklad uréeno pH optimum a
stabilita viici denaturaci; 2) imobilizaci tohoto enzymu s uréenim $tépné specificnosti pro pouZziti za icelem
Stépeni proteinovych vzor(l v protokolech HXMS; 3) analyzu konformacénich zmén bakteridlni cellobiosa-
dehydrogenasy (CDH) v souvislosti s interakci dvou enzymovych domén, ktera je modulovana vapenatymi
ionty ovliviiujicimi povrchovy ndboj na doménovém rozhrani; 4) vyuziti HXMS a IMMS (,iontova mobilita“)
pro analyzu konformacnich zmén CDH pfi rizné hodnoté pH, mirné kyselé a mirné bazické. Soucasti byl i
vyvoj software pro zpracovani dat z HXMS. K této ¢dsti bych se rdd dotdzal, zda je mozZné ddt do souvislosti
rozdily mezi Stépnou specificnosti nepenthesinu a vepfového pepsinu se zastoupenim aminokyselinovych
zbytkt v aktivnich mistech obou enzymi odvozenych z krystalovych struktur. Také by mé zajimalo, jakd je
souvislost pH optima a konfigurace aktivniho mista.

Autor zvladl kritickou praci s odbornou literaturou, samostatné planovani a provadéni laboratornich
experimentd, véetné jejich vyhodnoceni a diskutovani. Prokdazal tvirci védecké schopnosti v dané oblasti
vyzkumu a jeho prace spliiuje pozadavky standardné kladené na disertacni prace v daném oboru. Zavérem je
moje jednoznacné doporuceni k obhajobé disertacni prace pred odbornou komisi.

V Olomouci dne 26. 8. 2016 Prof. Mgr. Marek Sebela, Dr.



