Posudek oponenta na diserta¢ni praci Mgr. Dany Veisové “Studium faktort ovliviiujicich vazebnou

specifitu 14-3-3 proteini‘

Disertacni prace “Studium faktort ovliviiujicich vazebnou specifitu 14-3-3 proteini* Mgr. Dany
Veisové se zabyva studiem interakci kvasni¢nych 14-3-3 proteini Bmhl a Bmh2 s jejich vazebnymi
partnery. Vyuziva k tomu celé spektrum metod molekularni biologie, biochemie a biofyziky.

Prace mé 122 stran textu a jako ptilohy obsahuje 2 publikované &lanky autorky. Clendni prace je
standardni a obrazky, grafy i Gprava textu jsou peclivé provedené.

Uvod préace shrnuje informace o 14-3-3 proteinech, jejich stavbé, fyziologické funkci a vazebnych
partnerech. Z vazebnych partnerti je podrobnéjsi rozbor vénovan enzymu neutralni trehalase.

Cile prace jsou stanoveny jasn¢.

Seznam pouzitych chemikalii, materialu a piistrojii je piehledny. Cast Metody je rozd&lena na dva
oddily podle pouziti metod v obou ptilozenych publikacich. Pouzité metody jsou popsany velmi
podrobné, ale protoze v obou ¢lancich se metody castené piekryvaji, nebo jsou podobné, vznika pii
¢teni dojem opakovani. Celkové jsou metody méné piehledné, i kdyz vyhledavani konkrétni varianty
metody pouzité v konkrétnim ¢lanku je snazsi.

Vysledky jsou opét rozdéleny podle ¢lankti na dvé ¢asti. Prvni ¢ast vysledka se zabyvala strukturou a
funkci C-terminalni ¢asti 14-3-3 proteinu a odlisnostmi mezi kvasni¢nymi proteiny Bmh1, Bmh2 a
jinymi formami 14-3-3 proteinti. Kombinaci metod dynamického rozptylu svétla, méfeni dohasinani
anizotropie fluorescence, stacionarni anizotropie fluorescence, cirkularniho dichroismu, gelové
permeacni chromatografie a sedimentacni analyzy autorka dokazala, Ze C-terminalni ¢ast proteinit Bmh
zaujima natazenou konformaci a nevaze se do zlabku pro ligand. Tim se 1i$i od role této ¢asti molekuly
u jinych variant 14-3-3 proteint.

V druhé ¢asti se autorka zabyvala aktivaci enzymu neutralni trehalasy Nth1 ptisobenim 14-3-3 proteinu.
Ukézala, ze Nth1 musi byt fosforylovana a pak miize byt aktivovan bud iontem Ca **, nebo 14-3-3
proteiny Bmh. K tomu, aby se objasnilo, ktera ze 4 fosforyla¢nich mist proteinu Nth musi byt
fosforylovana, aby probéhla aktivace enzymu, pfipravila autorka fadu mutovanych forem Nth,

S odstranénymi seriny v riiznych kombinacich. Porovnéni aktivity riznych variant ukazalo, Ze seriny

S60 a S83 jsou dulezité. Pokusy s enzymy in vitro byly potvrzeny i experimenty na kvasinkach
exprimujicich mutované varianty Nth.

Diskuse dosazenych vysledkt je stru¢nd, ale pfiméfena. Zadané cile prace byly splnény. Seznam
citované literatury je standardni.
Vzhledem k tomu, ze experimentalni vysledky prace uspésné prosly recenznim fizenim dvou

uznavanych mezinarodnich ¢asopisi, neni pochyb o tom, Ze téma prace je aktualni, pouZzité



experimentalni piistupy jsou adekvatni a vysledky jsou velmi hodnotné. Autorka prokazala schopnost
samostatné tvorivé védecké prace a doporucuji aby ji byl ud¢len titul Ph.D.
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Drobné formalni pfipominky k tvodnimu textu jsme jiz prodiskutovali piedem a zbyva 5 otazek, které
nijak nesnizuji Groven prace :

1) Pro méfeni zmén pohyblivosti C konce kvasni¢nych forem 14-3-3 proteinu byly pfipraveny varianty
se dvéma pfirozenymi tryptofany nahrazenymi tyrosiny a dal$imi tryptofany pfidanymi. Bylo ovéteno,
jestli tyto zamény neovlivni funkénost proteinu?

2) V metodach je uvedeno, ze k proteinim byla pfidana histidinova kotva, aby je bylo mozné izolovat na
kolonach pomoci iontti niklu. Déle v textu je zminéna i thioredoxinova kotva. K ¢emu slouzi?

3) Histidinova kotva pak byla ods$tépeno trombinem. Je to $tépeni ptimo specifické pro histidinovou
kotvu, nebo jak je zajisténo, aby trombin nespecificky nestépil i nékde jinde?

4) Na obr. 26 jsou ukazany vlivy fosforylace, aktivace proteinem Bmhl a vlivu vapniku na
enzymatickou aktivitu neutralni trehalasy. Vliv vapniku na aktivovanou a neaktivovanou trehalasu je
opacny. Nemohl by vapnik snizovat vazbu trehalasy na protein Bmh? Nemuze tomu nasvéd€ovat i vliv
odstranéni fosforyla¢nich mist na obr. 30? (protoze zadporny ndboj fosfatii by mohl stabilizovat vazbu
obou proteinil a soucasn¢ by mohl byt potlacen kladnym nébojem vépniku).

5) Nezkouseli jste, jestli molekuly Bmh AC jsou schopné aktivovat neutralni trehalasu?



