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Doktorska disertacni prace
Mgr. Zdenék Kukacka

V predlozené disertacéni praci se Zdenék Kukacka zabyva vyvojem metody pro sledovani
konformacnich zmén proteini pomoci chemického sitovani ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii a dale strukturni analyzou proteinovych komplexti pomoci chemického sitovani
a vodik/deuteriové vymény. Disertacni prace byla vypracovana na katedre biochemie PrF UK
a na Mikrobiologickém tstavu AV CR pod vedenim RNDr. Petra Novaka, PhD.

Prace je vypracovana jako souhrn tri publikaci, na nichz mél disertant zjevné vyznamny
autorsky podil, ktery je v disertaci prehledné a srozumitelné uveden. Uvodni souhrn je
vypracovan v obvyklém c¢lenéni (ivod, cile prace, materialy a metody, vysledky a diskuse a
zaver), a k nému jsou formou priloh pri¢lenény tri prace, které tvori vlastni obsah disertace, a
které byly publikovany v solidnich oborovych ¢asopisech. U jedné z nich je kandidat prvnim
autorem, a 1 u dalsich je jeho autorsky podil nepochybny. Zdenék Kukacka je spoluautorem
dalsich ¢tyr praci, které do této disertacni prace nebyly zatazeny.

Prace je obsahové dobre koncipovana. V tivodu autor struéné porovnava vyhody a nevyhody
metod, které jsou bézné pouzivany pro studium struktury proteint, dale nasleduje technicky
popis zakladnich principt hmotnostni spektrometrie a popis zakladnich metod hmotnostni
spektrometrie, které jsou pouzivany ve strukturni biologii. Kapitola chemické sitovani, ktera
je tézistém celé prace, je dle mého nazoru prili§ struéna a absentuji v ni soucasnéjsi citace a
navazna autorova kriticka analyza se sdélenim jeho vlastniho nazoru na stav poznani.

V kapitole Vysledky a diskuse, autor predklada sérii praci, které spojuje studium struktury
proteint pomoci chemického sitovani. V prvni praci, na které mél disertant znaény podil, je
popsan vyvo] metody pro studium konformacnich zmén proteint pomoci deuterovanych a
nedeuterovanych sitovacich ¢inidel a nasledna aplikace metody na modelovy protein
kalmodulin. Ackoliv autor v praci uvadi, ze se jedna o novy hmotnostné spektrometricky
pristup, koncept této metody byl publikovan pred nékolika lety (Rappsilber J., J. Struct. Bio.
2011 nebo Fischer L. et al., Proteomics. 2013) a vyuziti sifovacich ¢inidel pro studium a
kvantifikaci konformacénich zmén bylo popsano uz v roce 2006 (Huang B.X. et al., Mol. Cell



Proteomics. 2006). Velkym prinosem prace je zplsob kvantifikace deuterovanych a
nedeuterovanych forem cross-linkt, ktery je zaloZzeny na simulaci isotopovych obalek v
programu mMass a nasledném porovnani s realnymi daty. Dale je velky prostor vénovan
optimalizaci proteolytického stépeni, ktera je pro analyzu konformert naprosto zasadni.

V dalsich dvou pracich je chemické sitovani a vodik/deuteriovd vyména aplikovana na
studium mechanismu aktivace neutralni trehalasy Nth1 pomoci proteinu Bmh1l. Obé metody
se vzajemneé doplnuji s dalsimi biofyzikalnimi metodami typu SAXS nebo méreni CD spekter a
podavaji komplexni pohled na formovani proteinového komplexu Nth1-Bmhl.

Z formalniho hlediska je disertacni prace psana v britské angli¢tiné s minoritnim vyskytem
gramatickych chyb, které nestézuji pochopeni textu. Problematickym mistem formalni Gpravy
jsou citace. Autor pomérné casto cituje prehledové clanky a monografie misto puvodnich
pramenud. Format citaci a rovnéz seznam literatury neni jednotny, nékteré citace napriklad
Boundless 2014, nejsou uvedeny v seznamu literatury.

Navzdory uvedenym nedostatkim na formalni Grovni, disertant v praci jasné prokazal, ze
s1 velmi dobre osvojil celou skalu modernich experimentalnich technik, pomoci kterych ziskal
radu vysledk, které byly publikovany v kvalitnich oborovych ¢asopisech. Autor ve své praci
potvrzuje schopnost racionalné experimenty analyzovat a strizlivé zhodnotit jejich vysledky.
Povazuji ji za velmi dobry, uceleny a vécné sevieny prispévek, ktery jednoznacné rozsiruje
soucasnou uroven pozndni v oblasti studia struktury protein.

Na zavér s potéSenim konstatuji, ze predlozena disertacni prace Zdenka Kukacky zcela
naplnuje pozadavky prislusnych zakonnych ustanoveni a proto ji bez vyhrad doporucuji k
obhajobé.

Jako podklad pro diskusi bych disertantovi rad polozil nasledujici otazky:

1. Autor v praci uvadi, ze chemické sitovani a nativni hmotnostni spektrometrie ve spojeni s
meérenim iontové mobility jsou metody pro urcovani trojrozmérné struktury proteint. Ve
veétsiné publikaci, ve kterych byl navrzen strukturni model proteinu pomoci uvedenych
technik, je ale velky vliv dalsi metody napriklad modelovani, nebo se navrhované modely
opiraji uz o znamé struktury proteint urcené pomoci krystalografie, NMR nebo cryoEM.
Existuje v soucasnosti néjaka prace, ve které byla struktura proteinu vyresena pomoci
chemického sitovani nebo méreni iontové mobility ab initio? Je prakticky mozné navrhnout
strukturni model proteinu jenom na zakladé chemického sitovani, vychdzime-li z teorie
distan¢ni geometrie?

2. Autor v praci nékolikrat zdaraznuje, ze velkou prednosti chemického sitovani je analyza
proteinu za fyziologickych podminek. Podminky, které autor v experimentech pouzival jako
napriklad pritomnost 1.3% DMSO v pufru, vsak prilis fyziologické nejsou. Dale autor klade
velky dturaz na fakt, ze analyza proteini probihd v roztoku a za nizkych koncentraci
proteinti. Ve skutecnosti se, ale vétSina proteinti v bunce a c¢asto 1 mimo bunky nachéazi v
prostredi s vysokou koncentraci okolnich proteint, napriklad cytoplasmaticky kalmodulin se
nachazi v prostredi, kde je koncentrace proteint kolem 300-400 g/l. Takto vysoka koncentrace
okolnich proteint stabilizuje protein jak entropicky, tak 1 entalpicky, takzvanym
macromolecular crowding efektem, a posouvd rovnovahu ve prospéch stabilnéjsiho
konformeru, ackoliv se protein v roztoku po zredéni muze chovat nestrukturované. Nejsou
tedy zdUraznované podminky nizkych koncentraci proteind, spis nevyhodou, obzvlast pri
analyze a kvantifikaci konformacnich zmén?



3. Zména konformace proteinu muze ovlivnit pristupnost nebo reaktivitu nékterych lysina,
nebo muze zpusobit zménu orientace postrannich retézct. Reaktivita, orientace a pristupnost
lysinti maji zasadni vliv na to, jestli cross-link vznikne nebo nikoliv. Byly uvedené efekty
néjakym zpusobem zakomponovany do vypoctu pri kvantifikaci dvou konformera
kalmodulinu?

4. Jednotlivé konformacni stavy proteinti se vzajemneée lisi nejen strukturné, ale 1 energeticky,
a casto je mezi nimi ustavena jemna rovnovaha. Chemické sitovani je metoda, ktera v principu
muze stabilizovat konkrétni konformacni stav proteinu. Napriklad flexibilni doména, mutze
byt pomoci sitovani kovalentné spojena s jinou doménou a nasledné posouvat rovnovahu v
prospéch takto fixovaného konformeru. Experimentalné zjistény kvantifikacni pomér pomoci
chemického sitovani by v tomto pripadé byl arteficielné navysen ve prospéch fixovaného
konformacniho stavu. Jakym zptsobem se da overit, zdali k takovému efektu béhem sitovani
dochazi? Je mozné takovy efekt predikovat nebo ho monitorovat béhem experimentu?
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