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Posudek Skolitele na diplomovou préaci Evy Macékové

»Studium strukturnich rozdili mezi isoformami 14-3-3 proteini*

Diplomova prace Evy MacakoVeé je soucasti projektu zaméfeného na studium
mechanismu regulace vazebnych vlastnosti jednotlivych isoforem 14-3-3 proteint a tematicky
navazuje na diplomovou préaci Mgr. Lucie Kohoutové, ktera byla obhajena v roce 2008 na
katedie biochemie PiF UK. Proteiny 14-3-3 specificky interaguji s jinymi proteiny, které
obsahuji specificky fosforylovany vazebny motiv. Strukturni studie ukazaly, Ze vazebné
misto, kde dochazi k vazbé motivu je obklopeno z obou stran flexibilnimi ohyby. Jeden
Z téchto ohybi, tzv. H8-H9 ohyb, se pfimo podili na vazbé ligandl. Pfredchozi experimenty
ukézaly, Ze zmény sekvence H8-H9 ohybu maji ur¢ity vliv na vazebné vlastnosti nékterych
isoforem proteint 14-3-3. Cilem prace Evy Macékové bylo porovnat vazebnou afinitu
nekterych lidskych a rostlinnych isoforem proteinu 14-3-3 a zejména vliv ur¢ité mutace v H8-
H9 ohybu na tuto vazebnou afinitu. Interakce proteini 14-3-3 se syntetickym fluorescencné
oznacenym fosforylovanym peptidem byla sledovana pomoci dvou riznych fluorescencnich
technik. Prvni metoda byla zaloZena na zha3eni stacionarni fluorescence fluoroforu a druhou
metodou byla fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS experimenty byly realizovany ve
spolupraci se skupinou prof. M. Hofa z UFCH JH AV CR). Prace Evy Macéakové ukazala, Ze
jak v pfipad¢ lidskych, tak i jeémennych isoforem proteinu 14-3-3 dochéazi po mutaci H8-H9
ohybu ke snizeni vazebné afinity. Tento zajimavy vysledek je v rozporu s vysledky
publikovanymi v literatufe. Pro¢ tomu tak je zatim nedokazeme vysvétlit. Proto se studiu
vlivu struktury H8-H9 ohybu na vazebné vlastnosti isoforem proteinti 14-3-3 budeme déle
vénovat.

Eva Macékova se béhem prace na své diplomové praci stala nedilnou ¢asti nasi
laboratofe a na svém projektu pracovala s velkym zajmem a entusiasmem. Casové naroéné a
velmi pracné vazebné titrace provadéla s velkym nasazenim. Rychle zvladla fadu metod

molekularni biologie, exprese rekombinantnich proteint v bakterialnim expresnim systému,



purifikace proteinii a metod fluorescencéni spektroskopie. Ukazala, ze dokaze pracovat peclivé
a samostatné.

Myslim si proto, Ze diplomové prace Evy Macékové naprosto spliiuje vSechny
pozadavky kladené na diplomovou praci a plné ji doporucuji piijmout k obhajobé. Déle

doporucuji klasifikovat tuto diplomovou praci zndmkou 1.
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