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Predkladana disertaéni prace Mgr. Miroslavy Kopecké se zabyva studiem
enzymu neutralni trehalasy z rodu Saccharomyces cerevisiae a to predevsim
mechanismem regulace jeji aktivity prostfednictvim vapenatych kationtl a
kvasnicného proteinu 14-3-3 (Bmh1). Disertacni prace vznikla na oddéleni
Proteinovych struktur Fyziologického ustavu AVCR, v.v.i. pod vedenim RNDr.
Veroniky Obsilové, CSc. )

Prace je ¢lenéna do obvyklych ¢asti zahrnujici Uvod, Literarni prehled, Cile
prace, Experimentalni metody, Vysledky, Diskusi a Zavér. Kopie tfech
publikaci, na jejichz zakladé je prace zalozena jsou uvedené jako pfiloha. U
dvou publikaci je kandidatka uvedena jako prvni autor, tfeti publikace je
prehledovy €lanek, kde je kandidatka uvedena jako druhy autor. VSechny ftfi
prace byly publikovany v solidnich ¢asopisech.

DizertaCni prace je obsahla a dobfe koncipovana. Autorka v literarnim
pfehledu detailné popisuje vlastnosti zkoumaného enzymu, jeho ulohu a
zapojeni v bunééném systému. Dale se zabyva funkci interakéniho partnera-
proteinem 14-3-3 (Bmhl), jez je také velmi podrobné popsan. VSechny
pouzité literarni zdroje jsou radné citovany. V uvodu nechybi velmi pékné
ilustrace a schémata, ktera usnadnuji pochopit popisovanou problematiku.
Obc¢asné drobné chyby a nejasnosti, jako napfiklad v Obrazku 2.5 na strané
23, kde je uvedeno, ze vyznacené alpha helixy jsou v pravém monomeru, na
obrazku jsou ale vlevém, nebo vyraz ,typické servirované porce hub“ a
nékolik preklepl nijak nesnizuji jeho kvalitu.

V predkladané praci je vytéeno nékolik cili od pripravy, exprese a purifikace
Nth1 proteinu, pres enzymové studie, pfipravu mutantnich forem enzymu az
po strukturni analyzy rlznych forem proteinu. Velmi podrobné jsou také
popsany jednotlivé metody, které byly pouzity pfi feSeni projektu. Je zfejmé,
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Ze kandidatka si pfi feSeni vyt€enych cild osvojila fadu velmi sofistikovanych
molekularné-genetickych postupl a analytickych metod, z nichz Ize napfiklad
uvést hmotnostni  spektrometrii, cirkularni  dichroismus, proteinovou
krystalografii, analytickou ultracentrifugaci, malouhlovy rozptyl rentgenového
zareni, atd.

Prvni ¢ast vysledk( zahrnuje pfipravu enzymu a jeho dvanacti mutantnich
forem a nasledné enzymatické eseje, z nichz vyplyva, ze aktivita Nth1 je
nejvysSi v pritomnosti proteinu Bmh1 a vapenatych iontd. Pro prokazani vlivu
vapenatych iontd na stabilitu komplexu fosforylované formy Nth1-Bmh1l byla
pouzita sedimentaéni analyza, pficemz vliv vapenatych iontl nebyl prokazan.
Druha ¢ast vysledkl zahrnuje strukturni zmény obou proteint Nth1 a Bmh1,
které byly sledovany pomoci vodik-deuteriové vymény a chemického zesiténi
spojené s hmotnostni spektrometrii. Prezentované vysledky v této praci jsou
soucasti publikace v ¢asopise Journal of Biological Chemistry, kde je Mgr.
Miroslava Kopecka uvedena jako prvni autor a publikace v ¢asopise
Biochimica et Biophysica Acta, kde je autorka na prvnim sdileném misté. Dale
jsou vtéto Casti prace prezentovany vysledky krystalizace jednotlivych
konstruktl proteinu Nthl a jeho komplexu s interagujicim proteinem Bmh1.
Vysledky prace jsou dobre diskutovany a davany do souvislosti.

Zavérem konstatuji, ze autorka predkladané prace jasné prokazala, ze si
velmi dobfe osvojila mnoho modernich experimentalnich metod, pomoci
regulace aktivity proteinu Nthl v€etné zmapovani jeho strukturnich zmén.
Predlozena prace splfiuje pozadavky standardné kladené na disertaéni prace,
a proto ji bez vyhrad doporucuji k obhajobé.

K diskusi bych poloZil nasledujici dotazy:

1) V literarnim pfehledu autorka zmirnuje, Zze C-koncovy vybézek proteinu
14-3-3 funguje jako inhibitor nespecifickych interakci s nezadoucimi
ligandy a ze zkracena forma ma zvySenou vazebnou afinitu k nékterym
liganddm. Mohla by kandidatka tento mechanismus regulace vysvétlit?

2) V Casti Metodika je v tabulce 5.23 uvedeno razné slozeni pufrd pro
gelovou permeacni chromatografii. Mohla by autorka zddvodnit toto
rizné slozeni pufrd? Pro¢ napfiklad byl pro protein Nth1 100-751
pouzit 1 mM Tris-HCI a pro protein Nthl 153-751 1mM octan amonny?

3) Pfi méfeni CD spekter je uvedeno, Ze pro analyzy ve vzdalené UV
oblasti byla pouzita koncentrace proteinu Bmh1 0,089 mg ml™, proteinu
Nth1 WT 0,08 mg ml?, Nthl proteinu 0,15 mg mlI* a u mutantnich
forem potom od 0,04 mg ml* do 0,13 mg ml™. KdeZto pfi méreni
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v blizké UV oblasti byla koncentrace Bmh1 0,45 mg ml™ a Nth1 0,69
mg ml™. Pro¢ je koncentrace Bmh1 proteinu pro toto méfeni v blizké
UV oblasti fadové vySsi nez pro vzdalenou UV oblast? Ma toto néjake
experimentalni zdlvodnéni? Nedochazi pfi rdznych koncentracich a
pomérech jednotlivych protein (Bmh1 a Nth1) k ovlivnéni vytvareni
komplexu?

Mohla by kandidatka zduvodnit, pro¢ na obrazku 6.13 neni viditelny
pruh odpovidajici proteinu pNth1 WT, prestoze je jeho komplex
s Bmh1 dobfre viditelny?

Pfi chemickém zesiténi byla vybrana cinidla DSS a DSG atakujici
primarni lysiny. Kromé uvedenych Ccinidel existuje mnoho dalSich
s riznou délkou ramének a interagujicich s jinymi funkénimi skupinami.
Na zakladé ¢eho byla vybrana vySe zmiriovana Cinidla DSS a DSG?
Byla zkou$ena i jind cCinidla? Kolikrat byla opakovana méfeni pfi
kvantitativnim chemickém zesiténi?

Kandidatka pfipravila celkem 12 rlznych mutantnich forem proteinu
Nthl. Je planovano zmeény struktur téchto forem proteinu také
analyzovat pomoci H/D vymény a chemického zesiténi?

V Praze, 17. 8. 2015 Petr Pompach
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