POSUDEK NA DIPLOMOVOU PRACI

Predlozena diplomova prace studentky Pavly Strnadové nazvanid ,,Vyuziti lanthanoidové
luminiscen¢ni spektroskopie ke studiu vazby dvojmocnych kationii na 14-3-3 proteiny* se
zabyva vyznamnym a doposud nepfili§ probadanym problémem specifické vazby dvojmocnych
biogennich kation® na strukturni motiv EF-ohybu tfi riiznych izoforem regulaéniho proteinu 14-3-3.
JelikoZ Ize ofekavat, Ze vazba dvojmocnych iontl indukuje vyrazné konformaéni zmény proteinové
struktury, a nasledné¢ moduluje afinitu 14-3-3 kjeho vazebnym partnerim, ma prokazani této
specifické vazby a jeji charakterizace hlubsi vyznam pro pochopeni bunéénych regulaénich procesi.

Mezi hlavni cile prace patfila exprimace a purifikace vybranych izoforem 14-3-3 proteinu,
vypracovani metodiky pro studium vazby dvojmocnych kationti pomoci fluorescence Tb*" a
v neposledni fadé téZ pouziti této metody pro charakterizaci vazby Ca>*, Mn**, Mg®* na 14-3-3 protein.
Nasledné byly u€inény ptfedbézné pokusy prokazat konformaéni zmény proteinu provazejici vazbu
zminénych iontd. K tomuto uUelu byla vyuzita emise fluorescenéni sondy ANS, ktera svym

kvantovym vytézkem fluorescence citlivé odrazi zmény hydrofobicity hydratovaného proteinového
povrchu.

K dosazeni cilii diplomatka musela zvladnout nejen fadu metodik pro purifikaci a biochemickou
charakterizaci proteindi, ale i elegantni metodu lanthanoidové fluorescence napajené rezonanénim
pfenosem energie z aromatickych aminokyselin. Diplomantce se podafilo proteiny izolovat,
charakterizovat a uréit vazebné konstanty Ca®*, Mn®>*, Mg®" pro ¥ izoformy 14-3-3 proteinu.
Specificita vazby byla prokazana kompeti¢nimi experimenty. U jedné z izoforem byly zaznamenény
konformaéni zmény provazejici vazbu dvojmocnych iontl. Vyty€enych cild price tedy bylo beze
zbytku dosazeno.

Diplomové prace Pavly Strnadové je formalné i jazykové na dobré tirovni s dobrou proporci mezi
teoretickou a vysledkovou ¢asti, kdy vysledky a jejich diskuse zabiraji pfiblizné tetinu z celkového
poctu 68 stran. Citované prameny jsou dostate¢né a relevantni. Z formalniho hlediska lze vytknout jen
par nevyznamnych pieklepi a hiife ¢itelné legendy u nékterych obrazkii v Givodni €asti prace.

K praci mam nasledujici komentéfe a upfestiujici dotazy:

1) Neni zcela jasné vysvétleno pro¢ neni detekovana fluorescence volného Tb** v roztoku.

2) Pro laika neni explicitné vysvétleno, co znamena symbol x v rovnici 4.1. na str. 51.

3) Je znamo, Ze protein 14-3-3 se miiZze vyskytovat ve form& homodimeru nebo heterodimeru.
Heterodimer nebo fosforylace pouze jednoho monomeru vytvafi predpoklady pro existenci
neekvivalentnich vazebnych mist. Byla uvaZovana moZnost vyhodnotit vazebné izotermy na
str. 52-53 pomoci heterogenniho modelu pro vazbu do dvou vazebnych mist? Data na str. 53
by tuto moznost mohla naznadovat.

Zavérem. Predlozend prace Pavly Strnadové je kvalitni a zcela spliiuje pozadavky kladené na

diplomovou praci. Studentka prokazala schopnost v&decky pracovat a prezentovat dosazené vysledky.
Proto navrhuji tuto praci uznat jako praci diplomovou a hodnotit znémkou vyborng.
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