Posudek oponenta na disertaéni praci Mgr. Evy Macakové “Uloha Bmh proteinii v regulaci

kvasni¢ného enzymu neutralni trehalasy Nth1*

Predkladana prace se zabyva regulaci ¢innosti enzymu neutralni trehalasy Nth1, ktery $tépi disacharid
trehalosu u kvasinek, pomoci proteind Bmhl a Bmh2 z rodiny regula¢nich proteinti 14-3-3. Prace
vyuziva celou fadu biochemickych a biofyzikalnich metod k objasnéni strukturnich a funkénich aspektt

interakce neutralni trehalasy s proteiny 14-3-3.

Prace ma standardni ¢lenéni a rozsah 125 stran textu + 2 publikované ¢lanky autorky jako pfilohy.
Podrobny literarni ptehled shrnuje obecné informace o enzymech $tépicich disacharid trehalosu a
podrobngéji se vénuje enzymu Nthl. V druhé ¢asti uvodu jsou rozebrany obecné struktura a funkce
rodiny regula¢nich proteint 14-3-3.

Cile prace jsou stanoveny pirehledné a jasné. Seznamy pouzitych chemikalii, materialu a pfistroji jsou
standardni. V ¢asti Metody autorka velmi podrobné popisuje pouzité postupy. Siroké spektrum metod
zahrnuje metody molekularni biologie pouzité k pfipravé plasmidt kodujicich pfirozené a mutované
varianty proteinti a jejich expresi v buiikach. Rada biochemickych metod byla pouzita k izolovéani a
purifikaci proteint, jejich fosforylaci, limitované proteolyze a stanoveni enzymatické aktivity. Tyto
metody jsou obohaceny o dalsi spektrum pfistupt zahrnujici molekularni modelovani, méfeni spekter
cirkularniho dichroismu a hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF kombinovanou s vodiko-deuteriovou
vymeénou a chemickym zesitovanim proteinu.PouZiti jednotlivych metod je velmi dobie propojeno.
Vysledky jsou logicky uvedeny ¢asti charakterizace a purifikace jednotlivych proteind pouzitych

k dal$im studiim. K objasnéni role jednotlivych fosforyla¢nich mist v aktivaci Nth1l byla pfipravena fada
mutovanych variant proteinu, u kterych byla odstranéna fosforyla¢ni mista ( ponechén jen 1 nebo 2
seriny z pivodnich 4 v riznych kombinacich). Hmotnostni spektrometrii byla ovéfena fosforylace
pfirozeného a mutovanych proteind. Na nich byla dale studovana aktivace proteinu Nth vazbou 14-3-3
proteinu Bmh1 a Bmh2 jednak analytickou centrifugaci pro ovéfeni vazby a pfimym méfenim
enzymatické aktivity. Oba typy méfeni shodné prokazaly, ze fosforylace serint v pozicich 60 a 83 je
podstatna pro vazbu proteintt Bmh i pro aktivaci enzymatické aktivity.

K zptesnéni lokalizace mista interakce molekul Nth a Bmh byla pouZita limitovana proteolyza a
vodiko-deuteriova vyména kombinovana s hmotnostni spektroskopii u jednotlivych proteint a jejich
komplexu. K dalSimu zpiesnéni struktury obou molekul bylo pouZito chemické zesitovani Cinidly

s rizné€ dlouhou molekulou a méteni spekter cirkularniho dichroismu jednotlivych vazebnych partnert a
komplexu. Ziskané informace byly pouzity k zpiesnéni molekularniho modelu a urceni oblasti, ve které
proteiny interaguji.

Diskuse dosazenych vysledkl je pfiméfend a stanovené cile prace byly splnény.



Vysledky prace byly jiz publikovany ve dvou ¢lancich v mezinarodnich recenzovanych ¢asopisech,
které jsou k praci pfilozeny, a tudiz uspésn¢ prosly mezinarodnim recenznim fizenim. Proto nemutize byt
pochyb o kvalité¢ vysledki, vhodnosti pouzitych metod a interpretace vysledki.

Autorka prokazala schopnost samostatné tvotivé védecké prace a proto doporucuji aby ji byl udélen

titul Ph.D.
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Otazky k doktorské praci Mgr. Evy Macakové

Obratlovci neumi trehalosu syntetizovat, takze ptipadna ptitomnost trehalasy je adaptaci na ptijem

trehalosy v potraveé? Jsou trehalasy obratlovcd a bezobratlych homologické?

Je zvlastni, ze v dob¢ hojnosti glukosy se trehalosa v kvasinkach nesyntetizuje ale syntéza zacina az pti
nedostatku vychozi latky nebo pfi stresu. Znamena to tedy, ze trehalosa neslouzi jako zasobni latka ale

jen jako protektivni?

Pti porovnavani aktivace trehalasy ptisobenim Bmhl a iontd vapniku zalezi na tom, ktery parametr se
porovnava. Pfi hodnoceni specifické aktivity je i€inngjsi aktivace jen Bmh1, kdezto pfi porovnani
Michaelisovy konstanty je u¢inné&jsi souc¢asné piisobeni Bmh1 a iontl vapniku. Znamena to, Ze pfi

aktivaci jen Bmhl se snizuje afinita enzymu k substratu?

Pfi studiu H/D vymény dochazi k zamén¢ atomu pii neutralnim pH. Neprobiha zpétna vymeéna atomt po

zastaveni vymeény piidanim HCI nebo pti pomérné dlouhé ptipraveé vzorku k analyze?

Jakym zptisobem se data z deuterace pouzila k upfesnéni homologniho modelu proteinu?



