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Pracovisté oponenta: Regionalni centrum aplikované molekularni
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Diserta¢ni prace predstavuje komentovany souhrn tii ¢lankd vzniklych v pribéhu
doktorského studia Mgr. Zdenikka Kukacky souvisejicich s charakterizaci struktury
proteind. Autor uvadi dva hlavni cile prace: (1) vyvinout novy pristup vhodny pro
monitorovani konformacnich zmén proteinli svyuzitim izotopového chemického
sitovdni a hmotnostni spektrometrie svysokym rozliSenim, (2) charakterizovat
strukturu proteinu Nth1l v komplexu s Bmh1 s vyuZitim chemického sitovani a vodik

deuteriové vymény spojené s hmotnostni spektrometrii.

Disertacni prace je predlozena v anglickém jazyce v klasickém formatu, ktery obsahuje
uvod, vysledky a diskuzi vypracované pro jednotlivé ¢lanky, souhrn a literarni odkazy.
Prace ma 52 stran, 21 obrazkd a 5 tabulek, na které navazuji jako ptiloha originaly

¢lankd v plném znéni.

Uvod disertacni prace je vsouladu stématem prace a je zaméien na charakterizaci
struktury proteini a na metody vhodné pro urceni tercidrni struktury proteint.

Pozornost je také vénovana hmotnostni spektrometrii, autor popisuje vybrané ioniza¢ni
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techniky (ESI, MALDI) a hmotnostni analyzatory (TOF, FT-ICR), zaméruje se na
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vysvétleni principu pristupl pouZivanych ve strukturni biologii (nativni hmotnostni
spektrometrie, iontova mobilita, vodik deuteriovd vyména a chemické sitovani).
Kapitola sice poskytuje uvodni ndhled do problematiky, kterou se zabyva disertacni
prace, ale zcela chybi c¢ast, ktera by popsala hodnoceni dat ziskanych z hmotnostné
spektrometrickych analyz a vyuziti téchto vysledkl kinterpretaci strukturnich zmén
proteind. V textu se také objevuji rizné nepresnosti, napt. chyba v literarnim odkaze na

str. 23., které se vSak tykaji pouze formalni stranky.

V dalsi casti disertacni prace je spojen popis vysledki a jejich diskuze tii vybranych
¢lankd. Prvni ¢lanek, jehoZ prvnim autorem je Mgr. Zdenék Kukacka, byl akceptovan do
casopisu Methods. Popisuje vyhody a limitace nového hmotnostné spektrometrického
pristupu vyuzivajictho chemické sitovani sizotopovym znacenim kvantitativné
mapujicim strukturni zmény proteinu kalmodulin s navazanym vapnikem a bez néj. Jsou
zde uvedeny vysledky, které student ziskal, ale nejsou jasné interpretovany zavéry celé
této studie. Bez nich uvedeny komentar k ¢lanku vyzniva netplné a oslabuje kvalitu celé
disertacni prace. Postup vyhodnoceni namétenych dat je zminén velice okrajové, chybi
objasnéni identifikace chemicky zesiténych peptidii pomoci algoritmu Links nebo

postup urceni poméru lehkého a téZkého c¢inidla pro chemické zesiténi modifikovanych

peptidii programem mMass.

Dal$im analyzovanym proteinem uvedenym v priloZzeném clanku 2 je Nthl a jeho
interakce s Bmh1, kde jsou pomoci metod chemického zesiténi a vodik deuteriové
vymeény spojené s hmotnostni spektrometrii sledovany konformac¢ni zmény a interakéni
mista komplexu Nth1-Bmh1l. Autor uvadi velmi pékné vysledky jasné ukazujici
strukturni zmény mezi volnym proteinem Nth1l a komplexem Nth1-Bmh1 v pribéhu
kinetiky deuterace, které byly také potvrzeny dal$i metodou. Na obrazku 17 (str. 38)
jsou tyto zmény jasné deklarovany v uvedenych grafech vybranych peptidd, avsak
vlegendé tohoto obrazku je uvedeno, Ze peptidy formujici vazebnou Stérbinu jsou

oznaceny hvézdickou, a ty jsem na obrazku nenasla.
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Posledni studie je zaméfrena na roli EF-hand-like motivu v regulaci proteinu Nth1, jenZ
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je popsana v priloZeném clanku 3. Byly provedeny bodové mutace v oblasti EF-hand-like
motivu rekombinantniho proteinu Nth1, u kterych pak byla stanovena stabilita a tvorba
komplexu s Bmh1, které se vSak neliSily od materského proteinu Nth1. Dale byl sledovan
vliv pritomnosti Ca?* na aktivitu pNthl a/nebo Bmh1 v zavislosti na konformacnich
zménach obou proteint. K tomuto tcelu byly opét pouzity metody chemického sitovani
s izotopovym znacenim a vodik deuteriové vymény spojené s hmotnostni spektrometrii.
Ziskané vysledky z HDX-MS analyz jsou uvedeny na obrazcich 19-21 a z chemického
zesiténi v tabulkach 4-5, které jasné dokladaji, Ze dochazi ke konforma¢nim zménam
proteind. Na obrazku 19 vsak neni uvedena legenda ke grafiim, takze orientace ve

vysledcich je ztiZena.

V souhrnu jsou v bodech kratce uvedeny ziskané vysledky, které dokladaji splnéni cilti
disertacni prace. Chybi vSak celkové shrnuti, interpretace a prinosy disertacni prace,

ktera by si to jisté zaslouzila.

Z prilozeného seznamu publikacnich vystupl velmi ocenuji mnozstvi kvalitnich
vysledk, které Mgr. Zdenék Kukacka béhem svého studia ziskal. Je za tim vidét velké
pracovni Usili, odhodlané védecké nasazeni, ziskani novych znalosti i laboratornich
zkuSenosti, které vyznamné prispély k rozvoji védecké skupiny RNDr. Petra Novaka,
Ph.D., jenz patii klidrim v oblasti strukturni biologie a hmotnostni spektrometrie
v Cechach. Vé&fim, %e to vSe bude déle rozvijet a ziskd dal$i zajimavé vysledky.
PredloZend disertacni prace vsak ukazuje, Ze student mohl vénovat vice usili nékterym
kapitolam, zamérit se na interpretaci ziskanych vysledki a rozvinout piinosy nové

zavedené techniky.
Dotazy oponenta k obhajobé disertacni prace
1) Proc byly vybrany dvé krystalové struktury kalmodulinu s navazanym vapnikem

(1PRW a 3CLN) pro interpretaci ziskanych dat (viz ¢lanek 1)?

2) Budete se dale zabyvat optimalizaci podminek Stépeni proteinu kalmodulin?
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3) Vysledky z HDX analyzy proteinu pNth1 (obrazek 17, str. 38) ukazuji kinetiku
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strukturnich zmén vybranych peptidli z riiznych oblasti na povrchu proteinu.
Mohl byste uvést, pro¢ u peptidi 110-124 a 121-151 dochazi v priibéhu ¢asu ke
sniZovani zmén deuterace mezi pNth1l a Nth1-Bmh1 aZ na stejnou uroven na

rozdil od peptidii 102-110 a 156-172, kde rozdily deuterace trvaji po celou dobu?

4) Mohl byste vysvétlit, pro¢ nebyly odhaleny zmény v pripravenych
rekombinantnich Nth1 proteinech s bodovymi mutacemi oblasti EF-hand-like
motivu (popis na str. 41), kdyz HDX-MS a chemické sitovani jasné ukazuji, Ze tato
oblast podléha konformacnim zménam? Z textu disertacni prace neni jasné, jaké
aminoKkyseliny byly v pripravenych mutantech vyménény a pro¢ nebyly
analyzovany pomoci HDX-MS (pfripadné pro¢ nejsou tyto experimenty v textu
dale rozvadény). Pro oponenta bylo obtiZzné se v ziskanych vysledcich
zorientovat, a tim ziskat jasny zavér. Bylo nutné dohledat potfebné informace

v priloZeném clanku 3.

Zaveér

Mgr. Zdenék Kukacka ve své praci prokazal tvirci védecké schopnosti, je autorem ci
spoluautorem 6 clankt publikovanych v ¢asopisech sIF a jednoho c¢lanku prijatého
k tisku, ziskal kvalitni origindlni vysledky, které prezentoval na zahrani¢nich
i tuzemskych védeckych konferencich. I pres vyse uvedené pripominky, predloZena
prace spliiuje poZadavky standardné kladené na disertacni prace v oboru biochemie,

proto doporucuji jeji postoupeni k obhajobé a dalSimu rizeni.

V Brné 12. 6. 2015

prof. Ing. Lenka Hernychova, Ph.D.



