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Bc. Eva Macékova v ptehledném teoretickém Gvodu své diplomové prace prokazala,
Ze se v dané problematice orientuje a na zaklad¢ prostudované dostupné literatury oziejmila
dosud znamé poznatky o jednotlivych isoforméach 14-3-3 proteinu a jejich vazebnych
partnerech a to predevsim ze strukturné funkéniho hlediska. Vlastni praci zaméfila na studium
vlastnosti oblasti ohybu mezi osmym a devatym alfa helixem je¢menné isoformy hv 14-3-3 A
WT a s mutaci G216S dale pak lidské isoformy 14-3-3 { WT a s mutaci S207G

Pouzité metody kombinuji standardni molekularné-biologické postupy (transformace
kompetentnich bunék, isolace plasmidové DNA, heterologni exprese a vicekrokova purifikace
proteinu) s biofyzik&lnimi (méfeni emisnich a excita¢nich spekter, fluorescen¢ni korela¢ni
spektroskopie, stacionarni méfeni intenzity fluorescence uZité pro charakterizaci vazby
peptidi).

Vysledky prace ptispély k lepsimu prozkoumani vlivu ohybu mezi osmym a devatym
helixem dvou izoforem 14-3-3 proteinu na jeho vazebné vlastnosti. Vysledky jednotlivych
kroku purifika¢niho protokolu zobrazené pomoci SDS-PAGE potvrzuji kvalitu pouZzitych
vzorki pro vlastni stanovovani vazebné afinity. Disocia¢ni konstanty byly uréeny dvéma
riznymi metodami a bylo dosazeno konzistentnich vysledki, které autorka zatadila do
souvislosti s jiz diive publikovanymi poznatky.

Po formalni strance je prace piehledné a pékné graficky upravena, s dostate¢nym
rozsahem (64 stran) a mnozstvim pouZité literatury (64 citaci). Pfredkladana diplomova prace
ukazuje, ze autorka ziskala fadu cennych poznatkl a velmi dobte zvladla rozli¢né metody
purifikace proteint a fluorescencni spektrometrie.

Mam jen drobnou poznamku k pouzitému jazyku. V textu jsem nékolikrat
zaregistrovala slangové vyrazy ¢i anglikanismy (fitovat a podob.). Tyto terminy jsou sice
V bézné praxi uzivané, nicméné by stalo za zvazeni zda je vhodné jejich uZivani v psaném
formalnim projevu.

Bé&hem obhajoby bych rada vznesla tyto dotazy.

1. Jaky byl ptivod peptidi pRaf-259 a jak bylo provedeno jejich znac¢eni fluorescenénimi
sondami a jejich fosforylace. Ovéiovala jste si zda je peptid fosforylovany? Tyto Udaje
jsem v metodické ¢asti postradala

2. Zminuje, Ze vazebné vlastnosti 14-3-3 proteind jsou regulovany posttranslaénimi
modifikacemi, zejména fosforylaci a vazbou kofaktord. V této praci byly pouZzit pro
stanovovani vazebné afinity protein exprimovany v E. coli, coZ je expresni systém,
ktery tyto modifikace nezarucuje. Jakymi metodami jste oveétili popt. jak jste zarudili,
7e naméfené hodnoty jsou skuteéné fyziologické a nejsou zatizené chybéjici
ptitomnosti kofaktoru ¢i fosforylace?

3. Zminujete piitomnost ,,EF hand like* motivu na ohybu H8-H9 a popisujete jej jako
»helix otacka helix“, ktery je u tohoto ohybu ,,otoceny“? Co tim bylo minéno?
Vysvétlete, prosim. Ohyb H8-H9 véZe ionty kovu, je v této vazbé zainteresovany i EF



hand like motive? Doch&zi v souvislosti s vazbou k néjakym vyznamnéjsim
konforma¢nim zménam? Domnivate se, Ze by tyto ptipadné konformacni zmény
mohlo mit souvislost se zménami afinity k nékterym vazebnym partneram?

4. Jedna z pouZitych metod pro stanoveni vazebné afinity bylo stacionarni méfeni
intenzity. Jaky se domnivate, Ze je divod snizovani intenzity FITC pii vazbé na
protein. Nemuze jit naptiklad pouze o artefakt naptiklad v disledku fedéni sondy, ¢i
jejim vybélovani? Byly provedeny korekce na fedéni sondy u naméfenych dat?

Zavérem konstatuji, ze Bc. Eva Macékova ve své diplomové praci jasné demonstrovala
schopnost samostatné védecké ¢innosti a piedlozena prace spliiuje vSechny pozadavky
kladené na diplomovou praci a doporucuji ji pfijmout k obhajobg.



