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Diplomova prace Tomase Kucery se zabyva studiem struktury a funkce
hydrogenosomalni (HPP) a mitochondrialni (MPP) procesujici peptidasy. Prace byla
vypracovana v Laboratofi sekundarnich metabolitd MBU AV CR, ktera se dané
problematice dlouhodobé a Uuspésné vénuje.

Hlavnimi cily diplomové prace Tomase Kucery bylo pfipravit obé podjednotky
HPP, substrat pro méreni aktivity HPP, nalézt podminky pro optimalni aktivitu HPP a
dale prostudovat mozné interakce mitochondrialni a hydrogenosomalni procesujici
peptidasy. Kromé biochemickych studii se diplomant jesté zabyval dynamickymi
simulacemi s cilem prostudovat mechanismus rozpoznavani substratl
mitochondrialni procesujici peptidasou.

Tomas Kucera uspésné exprimoval a purifikoval jak substrat pro méfeni aktivity
HPP, tak i obé podjednotky tohoto enzymu. Nasledné prostudoval vliv riznych
parametrd na aktivitu HPP a nalezl podminky optimalni aktivity. V ramci téchto
experimentu zjistil, Ze aktivita HPP vyZaduje pfitomnost obou podjednotek (tady o i
B). Déle se diplomant pokusil pomoci dvouhybridového systému ovéfit pfimou
interakci téchto podjednotek. Tyto experimenty vSak interakci mezi podjednotkami o
a B HPP nepotvrdily. V dalsi ¢asti své diplomové prace se Tomas Kucera seznamil
s metodami molekulové dynamiky proteinli a pouzil je ke studiu mechanismu
interakci mezi MPP a signalni sekvenci jejich substratu.

Predkladana diplomova prace ukazuje, Ze autor ziskal fadu originalnich poznatk(
a velmi dobfe zvladl rozliné metody molekularni biologie (klonovani a two-hybrid
systém), proteinové biochemie (exprese, purifikace a refolding rekombinantnich
proteind) a molekulové dynamiky. K formalni podobé prace nemam Zadne zavazné
pfipominky, prace je napsana piehledné a peclivé. V praci jsem nalezl par preklepl a
formulaénich nejasnosti. Ty jsem v§ak jiz s autorem prodiskutoval a jejich vliv na
kvalitu pfedkladané prace je minimalni. Diskuse ziskanych vysledku a citace pouZzité
literatury je adekvatni.



K pfedkladané diplomové praci mam jen nékolik drobnych pfipominek a otazek:

1. Jaky je rozdil mezi elektrochemickych a membranovym (elektrostatickym)
potencidlem? Na strané 17 tento pojmem ne zcela korektné zmiriujete.

2. Jak si vysveétlujete, Ze béhem purifikace a ve vzorcich pfi mérfeni aktivity jste
interakci mezi podjednotkami HPP o a B pozoroval, ale vysledky experiment(
s two-hybrid systémem ani gelova filtrace tyto interakce nepotvrdila?

3. Jaky byl celkovy vytéZek pfipravy jednotlivych podjednotek HPP a jaké byly
koncentrace téchto proteinl ve vzorcich pfi méreni aktivity.

4. Co je hnaci silou vtahovani signalni sekvence do aktivniho centra MPP?

5. Myslite si, Ze metoda TMD (cilena molekulova dynamika) je optimalni
metodou studia molekulového rozpoznavani?

Zavérem konstatuji, Ze Tomas Kucera ve své diplomové praci demonstroval
schopnost samostatné védecké Cinnosti a pfedlozena prace vice nez splriuje
véechny pozadavky kladené na diplomovou praci a pIné ji doporucuji pfijmout
k obhajobé.
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