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1¢ma a aktudlnost prdce. Doktorska disertaéni prace Mgr. Olivie Petrvaldské se zabyva

regula¢nimi mechanismy proteinu 14-3-3 (isoforem { a ¥), konkrétné aktivaci signdlni kindzy ASK1,
regulace kinazy CaMKXK2 a kaspasy-2. Jednoticim prvkem préce je tedy dlouhodobé soustiedéni
laboratofe prof. Obsila na protein 14-3-3.

Resena problematika je diileZitd a aktualni jak pro pochopeni obecnéjsich pravidel regulace
buné¢ného cyklu, tak potencidlné pro jejich regulaci v 1é¢ebnych zésazich. Isoformy proteinu 14-3-3
jsou v jadru fady slozitych regulaénich mechanismi, jejichz molekuldrni mechanismy je obtizné
pochopit bez stéle chybéjici strukturni informace, kterou se ptedlozend préce snazi ziskat.

Zpracovdnt, cile a vysledky prdce. Po strance formalni ma disertaéni prace vysokou urover.
Autorka pro prici zvolila tradi¢ni verzi plynulého textu, nikoli zkrdcenou formu komentujici
publikované vysledky. Vysledny text je ale podle publikaci ¢lenén a odvolavé se na né, véetné diskuze
vysledki a zavéra. Kratkd verze prace, kterd by komentovala vysledky ziskané v jednotlivych
publikacich, mohla byt ptehlednéjsi a autorka se mohla sousttedit na zdtiraznéni skute¢né dulezitych
pozorovani a jejich $ird{ diskusi. Prace je dobfe dokumentovan4, na vice nez 100 stranach (plus
ptilohy) je citovano ptes 150 referenci. Clenéni diserta¢ni prace je tradi¢ni (tivod, doplnény
piehledem literatury, cile, metody, vysledky, diskuze, zdvéry, literatura) a dobte odrazi diskutovana
témata. Price je podlozena étyfmi publikacemi, jichz je Mgr. Petrvaldska spoluautorkou, dvé
publikace jsou prvoautorské.

V tvodu jsou popsany funkce studovanych proteintt v signalizaci, dtiraz je kladen na
strukturni charakeerizaci dostupnych komplex.

Cile jsou velmi podrobné rozepsané do ¢tyf bodu. Ptehlednosti prace by prospéla reference na
kapitolu ve vysledkové sekci, kde Ize diskuzi na dané téma dohledat.

Pouzité metody jsou vysvétleny dostate¢né podrobné. Na 18 stranach popisuji provedené
experimenty a zahrnuji protokoly exprese a purifikace studovanych proteinii a popisy celé skaly
biochemickych a biofyzikdlnich metod charakterizace proteinii a jejich komplextt (analyticka
centrifugace, méfeni katalytické aktivity pomoci 32P, SAXS, NMR vyuzivajici signalu 3!P, ¢asové
rozliSend fluorescenéni spektroskopie, diferenéni skenovaci fluorimetrie).

Ve vysledkové &asti autorka nejvice pozornosti vénuje popisu vysledkd, na jejichz ziskani se
osobné podilela. Ziskané vysledky jsou podrobné popsany, pouzité biochemické a biofyzikalni
techniky poskytuji pohled na komplikované regula¢ni mechanismy signaliza¢nich drah.

Pozndmky a otizky.

Exprese proteint byla provadéna v E. coli. Pokud maji potencidlni glykosyla¢ni mista, je jejich
glykosylace funkéné nevyznamn4?

Model komplexu 14-3-3¥A/pCaMKK2 na obrazku 5.13 ukazuje silné¢ asymetrickou vazbu
jednoho CaMMK2 mimo 14-3-3 kolébkovité vazebné misto. Je pti¢inou pfednostni vazba jiného
partnera do hlavniho vazebného mista 14-3-3? Mate néjaké vysvétleni pro asymetrii vazby, jakou by
byla napt. rozdilna struktura monomert dimeru 14-3-3? Byla relevance SAXS dat kontrolovina
jinymi metodami?



V kapitole 5.2 se diskutuje role disulfidickych mustka v interakei thioredoxinu s vazebnou
doménou ASK1. Zminujete, ze tvorba disulfidického mustku mezi Cys62 a Cys69 TRX1, které jsou
od sebe pavodné 17 A, musi indukovat strukturni zmény v proteinu TRXI. Pfitom vazebnd konstanta
pro disociaci komplexu TRX1 — ASKI-TBD se pro oxidovany a neoxidovany stav méni mélo (str.
75). Mite pro toto pozorovani vysvétleni?

Zdvér. Disertaéni préce ptinasi originalni poznatky a ukazuje na autoréinu schopnost
multidisciplinarniho ptistupu k vyzkumu, ktery je pro fadu biologickych problematik zdsadni. Mgt.
Olivie Petrvaldskd prokazala ptedpoklady k samostatné tviréi védecké praci, doporucuji proto

oborové radé doktorského studijniho programu praci ptijmout v predlozené formé jako podklad pro
udélent titulu ,PhD* za jménem.
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