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Posudek na dizertacni praci ,,Molekularni mechanismus regulace funkce neutralni
trehalasy Nth1“

Predkladatel: Mgr. Miroslava Kopecka

Skolitel: RNDr. Veronika Obsilova, PhD

Predkladana dizertacni prace se zaméruje na objasnéni mechanismu regulace aktivity Nthl
prostiednictvim kationt( Ca** a proteinu Bmh1, co? je kvasinkovy homolog rodiny proteind 14-3-3.
Prace je psana v ¢eském jazyce v celkovém rozsahu 151 stran a je doplnéna tfemi impaktovanymi
publikacemi, kde u dvou z téchto publikaci je kandidatka prvnim autorem. Clenéni prace je tradiéni
(literarni prehled-cile prace-materidl a metody-vysledky-diskuze-zavér-seznam pouzité literatury). K
formalni strance prace bych mél jedinou drobnou vyhradu a tou je ponékud rozvlaény popis pouZzitych
napftiklad uvddéni pouzitého mnozstvi DNA v mikrogramech a ne mikrolitrech (z ¢ehoZ nelze vysledné
mnozstvi zjistit), vynechani teoretickych tvodu k jednotlivym metodam atp. Obecné ale je dizertacni
prace velmi dobre a prehledné zpracovana s minimem nejasnosti a preklepa.

Pti absenci krystalové struktury kvasinkové Nth1 se kandidatka zaméfila na vyuziti komplementdarnich
biochemickych a biofyzikalnich metod, které v souhrnu poskytuji uceleny obraz o pravdépodoobném
mechanismu regulace aktivity Nth1. Dizertac¢ni prace tak dokumentuje Siroky rozsah technik, které
kandidatka béhem svého doktorandského studia osvojila a tyto zahrnuji metody molekularni biologie
(klonovani a mutageneze), proteinové chemie a biochemie (heterologni exprese, purifikace, kineticka
stanoveni), in silico modelovani a predevsim Siroké spektrum biofyzikdlnich metod (diferen¢ni
skenovaci fluorimetrie, CD spektroskopie, analyticka ultracentrifugace, H/D vyména, SAXS).

Experimentalni postupy, ziskana data i jejich interpretace jiz prosly recenznim fizenim
v mezinarodnich ¢asopisech coz zjednodusuje oponenturu, jelikoz by bylo zbytecné znovu detailné
analyzovat data pftijatd védeckou komunitou. Rad bych nicméné kandidatce polozil nékolik dotazu

tykajicich se jednotlivych experimentu:

1. EF vazebny motiv — ze zkoumanych aminokyselin koordinujicich iont Ca** méla nejmensi vliv na
zménu aktivity mutace D116L. Existuje néjaké strukturni vysvétleni, pro¢ praveé tento
postranni retézec hraje minoritni roli pfi vazbé iontl vapniku? Pfedpoklddam, Ze u EF motivu
jinych proteind byla rovné? provedena mutageneze za G&elem charakterizace Ca**-vazebného
motivu. Odpovidaji vysledky mutageneze Nth1 publikovanym datiim?

2. Ke krystaliza¢nim experimetim Nth1 byl mimo jiné pouzit konstrukt 153-751, ktery nezahrnuje
jak Bmh1 vazebné misto, tak ani EF motiv. Jaké je aktivita tohoto konstruktu ve srovnani
s enzymem divokého typu? Muze se takovy konstrukt pouzit jako , negativni kontrola“ pro
mozné vylouceni nespecifického vlivu (t.j. mimo EF motiv) iont& Ca®* na aktivitu Nth1?

Videnska 1083, 142 20 Praha 4 Tel.: 296 443 610 btu-office @img.cas.cz
IC: 86652036 Fax: 296 443 610 www.ibt.cas.cz



'@btu Biotechnologicky tstav AV CR, V. V. .

3. V uvodu (strana 17) autorka zmifiuje, e koncentrace iont(l Ca®* potiebna pro dosazeni
poloviny maximalni aktivity Nth1 je nékde mezi 1 — 20 uM. V experimentech byla nicméné
pouzita koncetrace Ca* pfiblizné 1000x vy$si. Jaky je diivod pouZiti takto vysoké koncentrace
iontl vapniku? Byly testovany i koncentrace nizsi, popfipadé s jakym vysledkem? Jsou 10 mM
koncentrace iont Ca®* v kvasinkach S.cerevisiae relevantni? Je znama afinita EF motivu Nth1
k iont&im Ca®*?

4. Analyticka ultracentrifugace - jaka je molekuldrni podstata rozpadu komplexu Nth1/Bmh1 pfi
vysokém (20-ti nasobném) nadbytku Bmh1? Jakym zplUsobem je vypocitana 10 nM rovnovazna
disociacni konstanta komplexu Nth1/Bmh1 z namérenych dat, kdyZ minimalni koncentrace
jednotlivych sloZek je pfiblizné stonasobna?

5. MlzZete v kratkosti shrnout princip CD méreni v blizké UV oblasti? Je podstatou pozorovanych

zmén ve spektru pouze zména v okoli postrannich fetézcli aromatickych aminokyselin?

Zavérem mUzZu konstatovat, Ze predkladana dizertacni préce spliiuje vSechny pozadavky studijniho
programu Biochemie a patobiochemie a proto ji plné doporucuji k obhajobé. Soucasné preji Mgr.
Kopecké hodné uspéchi v dalsim profesnim i osobnim Zivoté.

V Praze, 9. zari, 2015

RNDr. Cyril Bafinka, PhD
Laborator Strukturni Biologie
Biotechnologicky Ustav AV CR
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