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Posudek $kolitelky na diplomovou praci Bc. Andreje Tekela
“Structural insights into 14-3-3 dependent regulation of ubiquitin ligase Nedd4-2”

Diplomové prace Be. Andreje Tekela je soucasti projektu zaméteného na studium
struktury komplexu lidské ubikvitinligasy Nedd4-2 s proteinem 14-3-3. Nedd4-2 je
ubikvitinligasa kli¢ovym regulatorem homeostazy Na*, protoZe ubikvitinuje rizné kanaly
a membranové transportéry. Proteiny 14-3-3 a vapenaté kationty moduluji interakce
Nedd4-2, nicméné mnoho otazek tykajici se strukturni podstaty této regulace zdstava
nejasnych diky zejména absenci experimentalnich struktur.

Hlavnim cilem diplomové prace Bc. Andreje Tekela byla exprese a purifikace
proteinti Nedd4-2 a 14-3-3, charakterizace vlastnosti Nedd4-2 a komplexu Nedd4-2:14-
3-3n v roztoku za piitomnosti a neptitomnosti vapniku pomoci malothlového rozptylu
rentgenového zafeni (SAXS). Pro tento Gcel byly vzorky méfeny ptimo pii prichodu
kolonou béhem gelové filtrace (SEC-SAXS) na EMBL v Hamburku. Andrej obdrzena
data z SEC-SAXS méfeni zpracoval, porovnal vlastnosti jednotlivych vzorkd pomoci
bezrozmérného Kratkyho vynosu. Na zakladé dat ziskanych z Cryo-EM a SAXS pak
nasledné namodeloval strukturu celého Nedd4-2:14-3-3 komplexu pomoci CORALu a
obalku pomoci programu DENSS. Zde se zejména jednalo o celou nezndmou oblast
Nedd4-2 mezi aminokyselinami 259 a 526, ktera obsahuje jednak obé fosforyla¢ni mista
pro vazbu proteinu 14-3-3, ale také WW2 a WW3 domény. V neposledni fadé pak Andrej
porovnal vlastnosti samotného Nedd4-2 a fosforylovaného Nedd4-2 v zavislosti na Ca?*
pomoci analytické ultracentrifugace.

Diplomova prace Bc. Andrej Tekela piedstavuje dalezity krok v nasem projektu
a jeho vysledky budou zahrnuty v aktualné ptipravované publikace. Andrej se béhem
prace na své diplomové préci stal dillezitou soucasti nasi laboratofe a na svém projektu
pracoval s velkym zajmem a entusiasmem. Rychle a dokonale zvladl celé spektrum metod
zpracovani SAXS dat, modelovani struktury proteint, ale i expresi rekombinantnich
proteinll V bakterialnim expresnim systému, purifikaci proteintt a metody molekularni
biologie. Ukazal, ze dokaze pracovat velmi pe¢livé a samostatné. Kromé prace na své
diplomové préci se castnil i feSeni dalSich projektti nasi skupiny.

Myslim si proto, ze diplomova prace Bc. Andreje Tekela naprosto spliuje vSechny

pozadavky kladené na diplomovou praci a pln€ ji doporucuji pfijmout k obhajobé a
klasifikovat ji zndmkou vyborné.
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