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Né&zev préce:
Investigation of HSP70 oligomerization by structural mass spectrometry.
Sledovani oligomerizace proteinu HSP70 strukturni hmotnostni spektrometrii.

Cile prace

Cilem ptedkladané diplomové prace je studium oligomerizace proteinu HSC70, ktery patii
do pocetné rodiny chaperonti Hsp70. Tento protein se mimo jiné podili na spravném skladani
proteint a zabrafiuje jejich agregaci. Dil¢i cile zahrnovaly:

1) expresi a purifikaci rekombinantniho HSC70 a jeho mutantnich forem (ve formé¢ 14N a
15N)

2) studium ATP-dependentni dimerizace HSC70 metodou hmotnostni fotometrie

3) sbér vzdalenostnich restrikci dimeru pomoci kombinace metod chemického zesiténi a
hmotnostni spektrometrie

3) konstrukci homologniho modelu monomerni divoké formy proteinu HSC70

4) konstrukci modelu dimeru HSC70 pomoci protein-protein dokovani

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 136

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni piehled:
Odpovida téematu? ANO
Je napsan srozumiteln¢? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO
Kolik metod bylo pouzito? 7
Jsou metody srozumiteln€ popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO
Postacuje mnozstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO




Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Formalni Groveii prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova tiroven):

Z formalniho hlediska je pfedkladana prace na velmi dobré urovni, av$ak narazil jsem na
nekolik chyb a nedostatkli. Nejvyznamnéjsi z nich jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

-V obrazku je 5 je chybn¢ uvedeno oznaceni 6A-6D. V popisku je uvedeno spravng.

- Obrézek 17 je chybné ocislovan (v popisku je uvedeno 18).

- Tabulka 3 je chybné oznacena jako tabulka 1. Odkaz v textu je spravny.

- Na stran¢ 62 (druhy fadek zdola) véta ,,... SBD domains with a bound ATP* by méla
byt ,,... SBD domains with a bound ADP*.

-V obrazku 14 je chyba ve vété ,,...divided by the sum of LL and HL intensities*,
mélo by byt ,,...divided by the sum of LL and HH intensities*.

- Na stran¢ 55 jsou, pravdépodobné omylem, uvedeny tfi otazniky ve vété ,,... by
syringe injection (4 ml syringe, ??7?7)%.

- Pouzivani dvou ruznych zkratek pro jednu véc Ctendfe miize plést (napf. oznaceni
rodiny proteinit Hsp70/Hsp40).

- Uroveti anglického jazyka je dobra, aviak ¢asté chyby v uzivani uréitého a neur¢itého
Clenu snizuje Citelnost textu. Uvadéni Cisel do deseti bych ve vétSin€é pripada
preferoval slovné, nebot’ to dle mého nézoru zlepsuje Citelnost.

- Obecn& bych uvital piehledngjsi obrazky. Casto by pomohlo piesunuti textu
z popisku pfimo do obrazku. Napt. v ptipadé obrazku 21 by k lepsi prehlednosti
ptispélo uvedeni identity proteinti ptimo v obrazku. Déale bych v obrazku 8 misto
legendy, ktera obsahuje jména jednotlivych domén proteinu, ptimo uvedl néazev
jednotlivych domén (misto Cisla, které se odkazuje na legendu). V ptipadé obrazku
26, ktery popisuje jednotlivé typy XL-peptidd, které vznikly pomoci ,.cross-
linkingu® a naslednym Stépenim proteasou bych zlepSil schématické znazornéni.
V ptipad€ vysledné struktury homologniho modelu lidského HSC70 bych namisto
vSech deseti struktur, které byly ziskany programem MODELLER, ukazel pouze tu,
ktera byla vybrana jako nejlepsi a jeji obrazek bych ukézal ve vétSim formatu. Ostatni
by mohly byt v ptiloze. Lepsi grafickou prezentaci bych uvital rovnéz v piipade
vysledné dimerni struktury komplexu HSC70 WT, atd.

- Cast&j§i nevhodné umisténi citaci, kdy citace je umisténa az pozd&ji v textu a ne
Vv misté, kdy je uveden dany fakt. ObcCas citace bud’ chybi nebo jsou uvedeny
nespravné (napt. nevhodna citace programu ProtParam Expasy).

- Vzhledem k velkému mnozstvi dat by mohla byt diskuze pro lepsi piehlednost
rozdélena do podkapitol.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Autor se uspésné zhostil vSech vySe uvedenych cili. Prace zahrnuje rozsahly soubor
experimentl, které jsou nejen pocetné, ale také velmi komplexni a dikladné provedené a
piinasi tak nové poznatky do oblasti studia proteinu HSC70. Hlavnim vystupem prace byl




nédvrh struktury dimerni formy proteinu HSC70. Celkové praci hodnotim velmi pozitivng.
Mnozstvi a kvalita provedenych experimentii se blizi urovni disertacni prace.

Otazky a pripominky oponenta:

1) Pro konstrukci struktury dimerni formy lidského proteinu HSP70 byl pouZit server
HADDOCK. Do jake miry je program schopny optimalizovat geometrii vstupnich
struktur v prab¢hu dockingu a vysledné struktury?

2) Ve vysledkové ¢asti na strané 88. se uvadi, Zze vzdalenostni ,,restrain“ byl zvolen 30
A. Mutizete vysvétlit prog. Jak dlouhé DSS sondy byly pouzity. Mély rtiznou délku?
V metodické Casti toto neni nijak popsano.

3) V uvodni ¢asti se uvadi, Ze protein NEF usnadiiuje ADP/ATP vyménu. Planujete
provést dimerizacni experimenty i v pfitomnosti tohoto proteinu?

Néavrh hodnoceni oponenta

<] vyborné [ ] velmi dobie [ ] dobfe [ ] nevyhovél(a)
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