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Nazev prace: ,Structural studies of the haloalkane dehalogenase mutant (DHAAI2) from
Rhodococcus rhodochrous™

Autor: Jifi Emr

Predlozend diplomova prace je ve€novana  krystalizaci a feSeni  struktury
halogenalkandehalogenazy DhaA12 z bakterie Rhodococcus rhodochrous. Cilem diplomové
prace bylo pfipravit krystaly a vyresit strukturu mutantni dehalogendazy DhaA12. Studentovi
se podafilo cile definované v préci splnit.

Formalni nedostatky:
- nejednotné formatovani literatury
- vysoky podil citaci sekundarnich literarnich zdroji. Velmi nevhodné je napf. citovat
webové stranky.
- reference v textu nejsou chronologicky uspofadany
- velmi zaraZzejici jsou citace v nazvech kapitol
- fada obrazk je v nedostacené kvalité

Obsahové nedostatky:

- nazev diplomové prace prili§ dobie nevystihuje jeji obsah — student se prakticky viibec
nezabyva strukturnimi aspekty funkce halogenalkandehalogenazy DhaA12. Tézistem
celé prace je pouze popis pouzité metodiky na piipravu krystalu a vyfeSeni struktury
DhaA12.

- nepodafilo se mi najit Zddné informace o ptivodu vzorku DhaA12

- cela prace je postavena metodicky. Zaclenéni podkapitol o
halogenalkandehalogenazach je velmi nasilné a ve stavajici formé zcela zbyteéné.
Jakoliv student demonstruje velmi dobré zvladnuti znalosti na poli roentgeno
strukturni analyzy, popis halogenalkandehalogenaz je chaoticky, nesystematicky a



poukazuje siln€é na nedostatecnou préci s literaturou. Pasaze o rozdilnych
mechanismech degradace organohalidl jsou zcela nerelevantni.

- krystalograficka data a tzv. ,,refinement statistics“ by méla prezentovana formou
tabulky (tj. byt pohromad¢ na jednom misté).

Ackoliv vlastni diplomové prace obsahuje fadu nedostatktl, studentovi se podafilo splnit cile
diplomové prace - tj. pfipravit krystaly DhaA12 a vyiesit jeji 3D strukturu. Diplomovou préci
doporu¢uji k obhajobg.
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Oponentni posudek diplomové prace,Structural Studies of the Haloalkane
Dehalogenase Mutant (DhaA12) from Rhodococcus rhodochrous” vypracované Be. Jifim
Emmerem, DiS.

PiedloZzenda diplomova prace je veénovana studiu struktury mutantni halogen-
alkandehalogenazy DhaAl2, ktera je odvozena z piirodni halogenalkandehalogenazy DhaA
izolované z bakterie Rhodococcus rhodochrous NCIMB13064. Cilem diplomové prace bylo:
(i) ziskat krystaly mutantni dehalogenazy DhaA12, (ii) potvrdit proteinovy pivod krystalt a
(iii) vyfesit strukturu proteinu DhaAl2. Studentovi se podafilo splnit vSechny tii cile
definované v préci.

Formalni Gprava

Kladné hodnotim, Ze je prace sepsana v anglickém jazyce. Uprava prace je p&kn4, na prvni
pohled pulisobi pfiznivym ucelenym dojmem. Je napsana srozumitelné¢ a nejsou v ni Zadné
pieklepy. Text je oziven nazornymi obrazky. Prvni dvé tfetiny prace jsou zaméfeny na
teoreticky tvod do krystalografie a vlastnosti halogenalkandehalogenaz, nasledujici tfetina
pak na vysledky a diskuzi. Chybi ¢ast ,,Metody*, cozZ je u krystalografické prace pochopitelné,
nebot’ popis postupu piipravy krystald spadé i do vysledki.

V préaci se v8ak vyskytuje i fada formalnich chyb. NiZe uvadim jen né€které z nich (celkovy
soupis formalnich nedostatku prace je pfilozen k posudku). U obr. 13 a 14 na str. 25 je $patny
popis - zobrazené krystaly patii DhaAl2, nikoliv DhaA. Citace uvedené hned za nazvy
kapitol a odkazy na dal$i podrobnosti v literatufe jsou nevhodné (napt. str. 6, 11, 13 a 17).
Latinska slova v anglickém textu nejsou proloZena (napf. a priori - str. 3). Citace nejsou
naformatovany, zacinaji kfestnim jménem, inicidlami popf. pfijmenim autora. Nazvy casopisti
jsou nékdy zkracovany, ob¢as ne. Téz v textu prace se reference poprvé objevuji chaoticky:
(8], [1,2, 3, 4], [7] ...”, pfestoZe nejsou sefazeny podle abecedy.

Odborny obsah

Krystalograficky Gvod se vénuje pouze metodam, které souvisi s vypracovanou praci.
Vyjimkou je feSeni fazového problému, kde student uvadi ¢tyfi postupy. Metody jsou stru¢né
a jasné vysvétleny. Citovany kromé& uéebnic a védeckych praci jsou viak i webové stranky
univerzit popt. volna encyklopedie ,,Wikipedia“. Ve védecké literatufe by mély byt citovany
primarni zdroje.

Cést o halogenalkandehalogenazich piisobi nepromyslené a neptehledng. Informace na str.
19 a 21 jsou zavadéjici, na sebe nenavazujici a jejich spojitost s projektem je nejista.
V krystalografické praci bych oCekédvala uvedeni strukturnich vlastnosti jiz dfive vyfeSenych
halogenalkandehalogendz. Ctendf je zbytedn& zahlcen informacemi o riznych typech
degradace halogenovanych latek, které pfili§ nezapadaji do kontextu prace.

Tato &ast dale obsahuje zavazny nedostatek v praci s primarni literaturou. Uvedena
katalyticka triada je chybna (str. 20 a 31). Spravna katalytickd tridda enzymu DhaA je
tvofena: Asp (nukleofil), His (baze) a Glu (katalyticka kyselina). Tyto aminokyseliny jsou



umistény v aktivnim misté schovaném uvniti proteinu. Student si mohl alespofi uvédomit, Ze
nepolarni aminokyselina Leu nemizZe byt ze své podstaty nukleofilem. Popis vlastnosti DhaA
(str. 20) zjevné& nevychazi z &lanku, ve kterém byla publikovana struktura pfirodni DhaA
s uvedenou spravnou katalytickou triadou (7).

Vysledkova &ast je piili§ struéna. Doporudila bych uvést 2 tabulky pro vétsi prehlednost.
Prezentace krystalografickych dat v tabulkdch je v publikacich b&Zna. Prvni by shrnovala
viechny pouZité podminky pro krystalizaci a dosazené vysledky, druha pak data ziskana
méfenim krystalQ a vystupy z dopfesnéni a validace. Srovnani ziskané struktury DhaA12 se
strukturou pfirodni DhaA by si zaslouzilo vice popisu (str. 30). V zavé€ru uvedeny pocet
nenafitovanych aminokyselin neodpovida po¢tu aminokyselin s chybégjici elektronovou
hustotou diskutovanému ve vysledcich.

Shrnuti

Student splnil cile své diplomové prace a ziskal strukturu mutantni halogenalkandehaloge-
nazy DhaA12. Tato struktura byla vyfeSena s rozliSenim 3 A. Informace o struktufe mutantni
dehalogendazy DhaAl2 jsou cenné, nebot mohou pfispét ke studiu enantioselektivity
halogenalkandehalogenaz. Praci doporu¢uji k obhajob&. Vzhledem k odbornym a formalnim
chybam v praci navrhuji hodnoceni dobre.

Otazky

1) Pro¢ jste si pro krystalizaci vybrali pravé metodu sedici kapky?

2) Mohl byste popsat mechanizmus dehalogenace katalyzované nékterou halogenaikan-
dehalogenazou?

3) Miize byt nizké rozliSeni struktury ovlivnéno pouzitim proteinového difraktometru
k méfeni krystalii nebo kvalitou krystala?
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structure of a Rhodococcus enzyme. Biochemistry; 38: 16105-16114.

VBmg18. kvétna2007 s S—
Mgr. Tana Koudeldkova



Priloha:

str. 3 - 3. véta nedava smysl

str. 3 - ¢lenéni nelogické

str. 4 - ,,obtain® navic s

str. 4 - popis obr. 1 filozoficky

str. 4 - navic dvojtecka

str. 5 - sjednotit vzdalenost odsazeni pfi vyctu

str. 15 - 2 te¢ky za sebou

str. 17 - jedna citace 2x v jedné vété - 1. véta

str. 22 - citace ¢lanku Yukari Sato z 2005, v tomto ¢lanku se o enantioselektivité nepise
str. 22 - enantiomery nemaji identické vSechny fyzikalné-chemické vlastnosti
str. 22 - ,on the picture” misto ,,in the picture”

str. 23 - IBN6 a 1BN7 nejsou struktury dehalogenaz z rtiznych druhii bakterii
str. 24 - zkratka pro PEG jiZ byla zavedena

str. 24 - chybi mezery mezi Cisly a jednotkami (prvni i prostfedni odstavec)
str. 24 - prvni véta prostiedniho odstavce nedava smysl

str. 27 - ,.,ca* misto ,,cca*“

str. 29 -, right misto ,,rightness* nebo ,,accuracy*

nesjednocené pouzivani teCky na konci véty v popisech obrazki
nesjednocend délka pomlicek



