POSUDEK NA DIPLOMOVOU PRACI

Predlozena diplomova prace Be. Salome Kylarové nazvana ,, Piiprava a charakterizace
vazebnych partnert fosducinu,, se zaméfila na problematiku tykajici se interakci fosducinu a
proteinu SUG1 a v mens$im rozsahu i transkripéniho faktoru CRX. Fosducin patfi mezi
vyznamné regulatory cGMP kaskady svétlocitlivych bunék sitnice. Protein SUGL se tGcastni
nejen procest spojenych s degradaci jeho interakénich partnerti, ale zasahuje i do
neproteolytickych déja zalozenych na regulaci funkce mnohych transkripcnich faktorti nebo
jadernych receptort. Sdili konzervované useky s ATP- dependentnimi DNA/RNA helikasami
a tudiz se da prepokladat, ze mtze hrat urcitou tlohu v metabolismu specifickych mRNA.

Stézejni Cast prace byla soustiedéna na pfipravu dostate¢ného mnozstvi SUGI
proteinu Vv rozpustné a stabilni form¢. Byly pfipraveny Ctyfi expresni konstrukty, jejichz
produkty jsou rizné fuzni varianty tohoto proteinu. Hlavni pozornost byla vénovana hledani
optimalnich podminek pro jejich expresi a purifikaci a pro dalsi experimenty zabyvajici se
jejich biofyzikalnimi vlastnostmi.

Dil¢imi cili pFedlozené prace, které byly vSechny splnény, bylo vyvinuti a
optimalizace expresniho a purifikaéniho protokolu proteinu SUGIL. Byly klonovany expresni
konstrukty tohoto proteinu v expresnich plasmidech pET-29b, pRSFduet-1 a pGEX-4T-1.
Exprese téchto konstrukti byla provadéna v expresnich kmenech bakterii BL21 nebo Rosetta
a jejich purifikace afinitni a gelovou permeacni chromatografii. Protein SUG1 je dostate¢né
stabilni pii vystaveni teplotd 18 'C v ¢asové periodé deseti dnii. Vn&j§i struktura tvofenych
Castic byla charakterizovana métenim dynamického rozptylu svétla, ziskana data ukazala
jejich definované uspotadani a sféricky tvar. Podobné vlastnosti byly popsany jiz u jeho
archealniho homologu PAN. Na zdklad€¢ jeho struktury budou pfipraveny dalsi expresni
konstrukty zkracenych fragmentd proteinu SUGI, kde se da ocekavat snizeni jeho nadmérné
oligomerizace.

Kuspésnému splnéni vytéenych cili musela Salome Kylarova zvladnout rozli¢né
metody z molekularni biologie (klonovani, PCR atd.), purifikaci bilkovin, biofyzikalni
metody jako je dynamicky rozptyl svétla apod.

Diplomova prace Salome Kylarové je formalné i jazykové na velmi dobré trovni
S vyvazenou proporci mezi teoretickou a vysledkovou casti. Vysledky a diskuze zabiraji
dostatecnou ¢ast z celkového poctu stranek. Citovand literatura je pouZzitd v dostatecném
mnozstvi odkaztli. Prace je napsana velmi peclivé a s minimem pieklepa.

K diplomové praci mam nasledujici dotazy:
1) Je néco znamo o vazebném misté na SUGI, kterym se vaze na fosducin?
2) Byly zjistény analoga SUGI1 rovnéz i v jinych modelovych genomech napf. u
rostlin?
3) Jsou vhodné k detekci interakce fosducin a SUG1 i metody jako je tfeba izotermalni
titracni kalorimetrie nebo povrchova plasmonovéa resonance?
3) existuji n¢jaké ,,knock out* studie genu SUGI a jak se ptipadné projevuji?

Zavérem mohu konstatovat, ze piedlozena prace Salome Kylarové je velmi kvalitni a
zcela vyhovuje pozadavkiim kladenych na diplomovou praci. Studentka prokazala schopnost
samostatn¢ pracovat a prezentovat ziskané vysledky. Navrhuji tuto praci uznat jako praci
diplomovou a hodnotim ji zndmkou vyborné.
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