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Posudek skolitele na diplomovou praci Pavly Strnadové

» Vyuziti lanthanoidové luminiscenéni spektroskopie ke studiu vazby
dvojmocnych kationti na 14-3-3 proteiny*

Diplomova prace Pavly Strnadové je soucasti projektu zaméfeného na studium
mechanismu regulace vazebnych vlastnosti jednotlivych isoforem 14-3-3 proteini. Jednim
z faktoru, které by mohly ovliviiovat vazebné vlastnosti isoforem 14-3-3 proteini je vazba
dvojmocnych kationtl. Vazba ionti Mg™ a Ca’*a jeji vliv na vazebné vlastnosti 14-3-3
proteint je téma, kterému byla zatim vénovana pouze minimalni pozornost. Detailnéjsi studie
byla zatim provedena pouze pro jednu rostlinnou isoformu. Soucasné strukturni studie
komplexu 14-3-3 s rostlinnou H-ATPasou v$ak naznaduji, Ze pravé vazba dvojmocnych
kationti muze byt velmi dilezitym stabilizujicim prvkem.

Proto jsem se rozhodli této problematice vénovat v diplomové praci Pavly Strnadové,
jejimz hlavnim cilem bylo zjistit, jestli i jiné isoformy 14-3-3 proteini jsou schopny vézat
dvojmocné kationty. Ke studiu byly vybrany tii rizné isoformy: jemenna 14-3-3A, lidska
14-3-3C a kvasni¢na isoforma BMH2. Prvnim tkolem Pavly Strnadové bylo provést expresi a
purifikaci téchto isoforem, coz bez jakychkoli problémt zvladla a ziskala dostatecna mnozstvi
Cistych proteint. Poté nasledovalo studium vazby dvojmocnych kationti na tyto proteiny. Pro
tento ucel byla pouzita metoda zaloZena na sledovani zmén luminiscence lanthanoidi (Tb*
iontll) navazanych na studované proteiny. Pavla Strnadova nejdtive studovala vazbu
samotnych kationtd Tb*" na jednotlivé isoformy 14-3-3 proteinti a nasledné metodou
vytésitovani méfila vazbu kationti Mg®*, Ca®*a Mn®". Také se pokusila sledovat mozné
konforma¢ni zmény vyvolané vazbou dvojmocnych kationtti pomoci sondy bis-ANS.

Vysledky prace Pavly Strnadové ukazaly, Ze viechny tfi pfipravené 14-3-3 isoformy
vazi ionty terbia, pfi¢emz rostlinna isoforma 14-3-3A s nejvys3i afinitou. Nasledujici
vytésnovaci experimenty ukazaly, Ze viechny tfi studované isoformy jsou schopny vazat ionty
Mg>", Ca’* aMn*", i kdyz s neptili§ velkou afinitou (v mM oblasti). Tyto vysledky jsou

prvnim experimentalnim diikazem, Ze i isoformy jiného nez rostlinného ptivodu mohou vazat



dvojmocné kationty. Toto je vSak pouhy zacatek na cesté objasniovani role dvojmocnych
kationtl v regulaci funkce 14-3-3 proteint. V posledni ¢ésti své prace Pavla Strnadova
pomoci sondy bis-ANS zjistila, Ze vazba dvojmocnych kationtli na rostlinnou isoformu 14-3-
3A indukuje konformaéni zménu.

Pavla Strnadova se béhem prace na své diplomové praci stal nedilnou ¢ésti nasi
laboratofe a na svém projektu pracovala s velkym zdjmem a pili. Rychle a dokonale zvladla
metody exprese rekombinantnich proteint v bakteridlnim expresnim systému, purifikace
proteint a metody fluorescencéni spektroskopie. Ukazala, Ze dokaze pracovat velmi peclivé a
samostatné.

Myslim si proto, ze diplomova prace Pavly Strnadové spliiuje vSechny pozadavky

kladené na diplomovou praci a plné ji doporucuji ptijmout k obhajobé. Déle doporucuji

klasifikovat tuto diplomovou praci znamkou 1.
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