Oponentsky posudek disertacni prace Mgr. Frantiska Filandra

Disertacni prdci s ndzvem Structural characterization of biotechnologically and medicinally important
proteins autora Mgr. Frantiska Filandra jsem mél k dispozici v elektronické formé. Prace je obhajovana
v doktorském studijnim programu Biochemie, skolitelem byl Dr. Petr Man. Formalni stranka je v poradku,
prace je psdna anglicky, text je kombinovany, tedy kromé vlastni autorské ¢asti obsahuje in extenso ptilohy
publikovanych odbornych védeckych ¢lankd a ¢lanku v recenznim fizeni. Text ma obvyklé clenéni se
shrnutimi v anglickém i ¢eském jazyce, Uvodem s reSersi souvisejici odborné literatury, prehledem cil(i
prace, pouZitych metod a postupd, ¢asti vysledkovou spojenou s diskusi, zavérem a bibliografickymi udaji.
Diskutované vysledky jsou odkazem na ptiloZzené publikace a prosly jiz standardni védeckou recenzi. Pokud
mohu jako nerodily mluvéi posoudit Uroven jazyka, povazuji jej za bezproblémové srozumitelny. Text je
vécny, s ovéfenymi a opodstatnénymi tvrzenimi. Chyby, jsou-li néjaké, vyplyvaji pouze z editace textu, viz
nasledujici priklady:

Zkratky — psat kurzivou latinské nazvy organism(, HDX-MS vysvétleno se zaménou slov;

zkratky v tabulce 1 na str. 20 nejsou vysvétleny;

legenda k obr. 6, spravné , dependence”, ,are not shown;“

legenda k obr. 8., spravné ,Scheme”;

Str.40, spravné ,leach” namisto , leech;”

na str. 12 v prilohové publikaci Il (rukopis) je uvedena hodnota 40+50°, predpokladam, Ze se jednd o
preklep.

V dvodu se autor zabyva strukturou proteind a jejimi Urovnémi (primarni aZ kvarterni), vztahem mezi
strukturou a funkci proteind a patologickymi procesy odvislymi od chyb v proteinové struktufe. Nasleduje
kapitola o metodach studia prostorové struktury proteinli s dirazem na rentgenovou krystalografii, NMR
spektroskopii a kryoelektronovou mikroskopii. Vysvétleny jsou vyhody i nedostatky. PfestoZe nebyly tyto
metody vyuZity v rdmci experimentalni prace, zda se mi jejich popis pfilis strucny. V pfipadé rentgenové
krystalografie postradam zalezitosti feSeni fazového problému, u NMR mohl autor vice rozepsat obecné
zalezitosti méreni vicerozmérnych spekter a korelaci spekter vice typu jader. Takto se omezil viceméné na
definici této spektralni techniky. V souladu se zaméfenim je tézisté uUvodni ¢&asti v popisu pouZiti
hmotnostni spektrometrie (MS) shrnujicim mékké ioniza¢ni techniky, MS intaktnich protein( a spojeni MS
s kovalentnim znacenim protein( a izotopovou vyménou H/D. Tato ¢ast Uvodu je napsana vycerpavajicim
zpUsobem. Diiraz je kladen na izotopovou vyménu a jeji dlleZitost pro posuzovani dynamiky proteinové
struktury jako doplnéni fundamentdlnich dat napf. z rentgenové krystalografie a to v€éetné metodickych
variant. VSe je uzavfeno ¢asti o biodegradaci dfeva, strukture celulosy a ligninu, dfevokaznych houbach a
celulolytickych enzymech nebo fotoreceptorovych doménach proteinl (a jejich strukturné-funkcnich
aspektech). Tim je ¢tenar plnohodnotné uveden do resSené problematiky.

DOTAZ: Na jakych jinych biologickych akceptorech, kromé lytické polysacharidové monooxygenasy (LPMO),
miZe koncit prenos elektron(i z cytochromové domény celobiosadehydrogenasy (CDH)? A naopak, jaké jiné
proteinové (enzymové) donory pro LPMO, kromé CDH, jsou zndmy?

Metodicka cCast je podana jen strucné s odkazem na prilohové texty publikaci, s ¢imZ nelze jako s feSenim
nesouhlasit. Cile prace jsou prehledem napldanovanych experimentl pro posouzeni strukturnich vlastnosti
zvolenych protein(.

Vysledky s diskusi tvofi dvé tematické casti. V prvnim pfipadé jde o studium houbovych enzym
celulolytické drahy: LPMO a CDH. Pro strukturni analyzu vzdjemného kontaktu obou enzym( byla pouzita



H/D vyména spojena s MS. Byla analyzovana smés LPMO a CDH v pfitomnosti celulosy, interagujici enzymy
byly Stépeny v enzymovych reaktorech s proteasami. Byly ziskdny poznatky o zménach a dynamice
struktury LPMO v dUsledku redukce médi v aktivnim misté a destabilizaci enzymu diky oxida¢ni degradaci
zpUsobené vedlejsi reakci hydroxidovych radikal( generovanych aktivnim mistem. Na zakladé strukturni
analyzy byla také vysvétlena stabilizace enzymu polysacharidovym substratem snizujicim destrukéni efekt
reaktivnich forem kysliku. Zde bylo klicové oddéleni proteinu od nerozpustnych substratovych molekul
optimalizovanou rychlou filtraci. Prace s apoenzymem odhalila dileZitou stabilizacni roli médi v aktivnim
misté. Pomoci turbidimetrie byla potvrzena role H,0, jako kosubstratu LPMO, nebot se potvrdilo, Ze
fungovani enzymu v pfitomnosti donoru elektrond (askorbat, redukovanad CDH) zavisi na spotiebé
peroxidu (ovéreno elektrochemicky). Pfidavek katalasy sniZzoval aktivitu LPMO, naopak do jisté urovné se
aktivita zvySovana pridavkem systému generujicich peroxid vodiku, napr. glukosaoxidasové reakéni smési.
Pfedstavena je i prace v recenznim fizeni, ktera se zabyvala pfenosem elektronu mezi doménami CDH,
tedy konkrétné mezi redukovanym flavinem a hemem, a pfenosem mezi hemem a finalnim akceptorem
(=LPMO). Pro posouzeni strukturnich a funkénich aspektl prenosu elektronu byly pfipraveny ¢tyfi chimérni
proteiny odovozené od dvou variant CDH z plisné Neurospora crassa se vzajemnymi kombinacemi jejich
mezidoménového propojeni a domén s aktivnimi misty. Instrumentalnimi analyzami véetné elektrochemie
a hmotnostni spektrometrie izotopové vymény se zjistilo, ze prenos elektronu je zavisly na strukturni
komplementarité domén a jejich propojeni ovliviiujicim konformaci. Druhou tematickou ¢asti je analyza
rekombinantnich LOV domén proteinu fototropinu z ovsa. Slo o pdvodni (WT) protein a jeho variantu
s mutaci cysteinu nachazejiciho se v blizkosti FMN kofaktoru. Zamérem bylo ovéfit a vysvétlit drive
publikované zvySeni produkce singletového kysliku (*0,) pfi dlouhodobém ozafeni. Vysledky studie
prokazaly, Ze se tak déje uvolnénim FMN kofaktoru do roztoku v souvislosti s oxidaci tohoto cysteinu
(oxidacné modifikovano vsak bylo vice aminokyselinovych zbytk(), coZ bylo demonstrovano analyzou
peptidd pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie.

DOTAZ: Pro¢ byla pro purifikaci rekombinantnich variant CDH pouZita v prvnim kroku hydrofobni
chromatografie, kterd sama o sobé neni pfilis ucinna? Nebylo mozZné ji vynechat a rovnou vyuZit ionex?
NeuvaZovalo se o afinitni chromatografii (napr. Appl Biochem Biotechnol. 176, 1638-1658, 2015)?

DOTAZ: Co se vi o rozdilné biologické roli NcCDHIIA a NcCDHIIB?

Mohu konstatovat, Ze autor prokdzal schopnost kritické prace s odbornou literaturou, samostatné
planovani a provadéni laboratornich experimentd, véetné jejich vyhodnoceni a diskutovani. Splnil tak
predpoklady, které jsou nutné k vypracovani védeckého spisu. Nedilnou soucasti celku disertaéni prace je
i publikacni aktivita autora v recenzovanych védeckych ¢asopisech. Osvédcil se rovnéz jako ¢len védeckych
tym@. To vie vnimam jako doklad profesni vyzralosti. Uplnym zdvérem mého posudku je doporuéeni
disertacni prace k obhajobé pred odbornou komisi.
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V Olomouci dne 11. 9. 2020 Marek Sebela



