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Predklddana dizertacni prace je zaloZena na dvou rukopisech pfijatych v renomovanych
impaktovanych ¢asopisech (Biochemistry; Biochemical journal), kde je kandidatka prvnim autorem.
Clenéni predkladané prace tak logicky “kopiruje” obsah jednotlivych publikaci — prvni ¢ast je zaméfena
na charakterizaci funkce a struktury C-koncového segmentu kvasinkovych proteinti Bmh; navazujici
Cast poté popisuje vliv interkaci Bmh protein na aktivitu neutralni trehalasy | (Nthl). Proteiny Bmh
jsou kvasinkové homology lidskych protein 14-3-3, které hraji diileZitou roli v fadé biologickych
procesu v&etné prenosu signald, diferenciace a proliferace, regulace bunééného cyklu, apoptézy a
podobné. Toto téma je tedy aktudlni a ziskané informace bezesporu jsou a budou pfinosné pro $irsi

védeckou komunitu.
Zasadni zjisténi predkladané prace jsou:

- C-koncovy segment proteinl Bmh zaujima nataZzenou konformaci, ktera pravdépodobné brani jeho
»SloZeni” do vazebného Zldbku a neplni tudiz funkci autoinhibitoru, jak je tomu u lidského
orthologu.

- Pro vazbu proteind Bmh jsou esencidlni fosforylaéni mista Ser60 a Ser83 Nth1 nachazejici se na
neusporadaném N-koncovém segmentu molekuly.

Pfi studium Bmh protein( se kandidatka zaméfila na vyuZiti biofyzikalnich technik, které umoziiuji
mapovat konformaci protein a protein-proteinové interakce a piedloZena dizertaéni prace
dokumentuje Siroky rozsah téchto technik, které si kandidatka béhem svého doktorandského studia
osvojila. Tyto zahrnuji metody molekularni biologie (klonovani, exprese a mutageneze), purifikaci a
kinetickou charakterizaci rekombinantnich protein, jako? i fyzikaln&-chemické metody (nejriiznéjsi
fluorescenéni techniky, analyticka ultracentrifugace, hmotnostni spektrometrie).

Experimentalni postupy, ziskand data i jejich interpretace jiz prosly recenznim fizenim

v mezinarodnich Casopisech coZ zjednodusuje oponenturu, jelikoZ by bylo zbyte¢né znovu detailné
analyzovat data pfijatd védeckou komunitou. Rad bych nicméné kandidatce poloZil nékolik
“technickych” dotazii tykajicich se jednotlivych experimentd, jako? i vztahu experimentalnich dat a
teoretickych vypocta:
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1. Tabulka 33, strana 104 — disocia¢ni konstanty pro jednotlivé mutanty ukazuji, Ze pro interkaci s Bmh
jsou dleZité pozice S60 a S83. Fosforylace na kazdém z téchto serinli zvy3uji afinitu k Bmh pfiblizné 50-
ti ndsobné. Existuje n&jaké strukturni vysvétleni, pro¢ tento efekt neni aditivni, t.j. pro€ mutant nesouci
oba seriny (pS60 + 80) nema vy33i afinitu nez mutanty pouze s jednim serinovym zbytkem?

2. Obrazek 30, strana 105 — z obrazku vyplyva, Ze fosforylace na pozicich S20 a S21 jsou v kontextu
fosforylaci S60 a S83 “inhibi&ni” (t.j. mutant fosforylované souc¢asné na pozicich $20/21 a S60/83 maji
nizéi specifickou aktivitu nez mutanty pS63 nebo pS80). Pfekvapivé, tento trend neni zachovan u wt
enzymu (ve srovnani s mutantou S60+83). Je moZné spekulovat, co miZze byt pfic¢inou téchto rozdild?

3. Tabulka 18, strana 67 — pro PCR ovéfovani klont jsou pouzivany primery ve vyslednych koncentracich
200 pM, co? je minimalné 100x vy$$i koncentrace neZ je obvyklé. Pro€ jsou pouzivany tak vysoké
koncentrace primert?

4. Tabulka 29, strana 86 — vypocitané hodnoty méfené metodami sedimentacni rychlosti/rovnovéhy se
shoduji s teroretickymi hodnotami vypocitanymi z aminokyselinové sekvence (coZ je samoziejmé
pozitivni). Pfi vypoctu byla podle autorky pouZita “metoda nejmensich ¢tverch pro model uvazujici
idedlIni latku”. Jak je definovana “idedlni latka” pro vypocet? Z predchozich tvrzeni/experimentd jsem
ziskal pocit, Ze BMH1 wt nema pravé “idealni” tvar?

5. Strana 76 — pro narostlou kulturu kvasinek jsou udavany dvé vyrazné odlisné hodnoty absorbance pfi
600 nm — 0,6 (Spekol211) a 2,0 (BioPhotometer). Co znamena tento rozdil — je zplsoben rozdilnou
optickou dréhou v kyveté&? Je-li tomu tak, pak by tyto informace mély byt uvedeny v metodice!

6. Strana 47 — jak jsou definovany “aminokyselinové zbytky s vysokou elektronovou hustotou”? V em je
elektronova hustota histidint vyssi neZ u jinych aminokyselin?

7. Strana 84 —Je moZné néjak definovat vztah mezi hydrodynamickymi poloméry protein ziskanymi z
méfeni DLS (SV) a z rentgenostrukturni analyzy_ Napfiklad naméfené hodnoty pro 14-3-3zeta (DLS) je
hydrodynamicky polomér z DLS pFiblizné 37 A, z krystalové struktury jsou pak rozméry tohoto dimeru
priblizné 70 x 50 A.

Zavérem mUGzu konstatovat, Ze predklddana dizertaéni prace splriuje vSechny poZzadavky Oborové rady
biochemie a patobiochemie a proto ji doporucuji k obhajobé. Soucasné pieji Mgr. Dané Veisové
hodné Gspécht v dalSim profesnim i osobnim Zivoté.

V Praze, 17. fijen, 2013 RNDr. Cyril Bafinka, PhD
Laborator Strukturni Biologie
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