POSUDEK NA DIPLOMOVOU PRACI

Predlozena diplomova prace Bc. Miroslavy Kacifové nazvana ,,Studium struktury komplexu 14-3-
3:fosfoducin® se zaméfila na biofyzikalni charakterizaci komplexu 14-3-3 proteinu s fosfoducinem.
Tato diplomova prace predstavuje prvni c¢ast rozsadhlého projektu, jehoz hlavnim cilem je studium
struktury komplexu 14-3-3 protein/fosfoducin a pochopeni mechanismu regulace funkce fosfoducinu.
Pozornost byla vénovana zjisténi molarni stechiometrie komplexu a disocia¢ni konstanty komplexu
Kd, dale odhaleni nekrytych mist na fosfoducinu interagujiciho se 14-3-3 proteinem a studiu
konformac¢nich zmén fosfoducinu zptisobenych vazbou 14-3-3 proteinu.

Dil¢imi cily predlozené prace, které byly vSechny Uspésné splnény, byly exprese rliznych
forem 14- 3-3 proteinu (delta C a wt) v bakteriich a jejich nasledna purifikace s cilem ziskat
miligramova mnozstvi proteinti. Podobné byly exprimovany jejich mutantni formy, kde tryptofanové
zbytky Dbyly nahrazeny jinymi aminokyselinami. Studentka rovnéz exprimovala v bakteriich
fosfoducin a ziskala ho v dostatném mnozstvi a odpovidajici istoté. Stejnym zptisobem ziskala
V dostatecném mnozstvi a Cistot€ né€kolik mutantnich forem fosfoducinu. A podafilo se ji pomoci
PKA in vitro fosforylovat vS§echny purifikované formy fosfoducinu. Dale sledovala pomoci nativni
elektrofororézy vznik komplexu 14-3-3/fosfoducin a ovétila nutnost fosforylace fosforylaénich mist
dvou serinovych zbytki na fosfoducinu pro vznik komplexu. Limitovanou proteolyzou
charakterizovala flexibilni oblasti fosfoducinu v zavislosti na jeho vazb&é se 14-3-3 proteinem a
prokazala, ze vazba 14-3-3 proteinu méni konformaci fosfoducinu. Za pomoci ultracentrifugacnich
technik zjistila stechiometrii komplexu 14-3-3 proteinu/-fosfoducin s vysledkem 2:1, coz znadi, ze dva
monomery 14-3-3 proteinu interaguji s jednim fosfoducinem a odhadla disocia¢ni konstantu Kd tohoto
komplexu. Pomoci c¢asové-rozlisené tryptofanové fluorescence popsala konforrmacéni zmény
fosfoducinu zptisobené vazbou proteinu 14-3-3. Dale zjistila, Ze samotna fosforylace fosfoducinu ma
pouze maly vliv na jeho flexibilitu. Méfeni ¢asove- rozliSeného dohasinani anizotropie fluorescence
Nejsilngjsi vazebna interakce byla zjisténa s fosforylovanym mutantem fosfoducinu Q52K.

K dosazeni vyt¢enych cili musela Miroslava Kacifova zvladnout rozliéné metody molekularni
biologie, purifikace proteinu a rizné biofyzikalni metody. Diplomova prace Miroslavy Kacifové je
formaln¢ i jazykoveé na dobré trovni s dobrou proporci mezi teoretickou a vysledkovou ¢asti, kdy
vysledky a jejich diskuse zabiraji ptiblizné polovinu z celkového poctu 79 stran. Citované prameny
jsou dostate¢né a relevantni. Prace je psana velmi peclivé s minimem pieklepd. Z formalniho a
grafického hlediska nelze piedlozené praci rovnéz nic zavazného vytknout.

K diplomové praci mam nasledujici dotazy:

1) Jsou jesté na fosfoducinu piedpokladana dalsi mista pro fosforylaci na serinovych zbytcich
pfipadné na jinych amino kyselinovych zbytcich napf. tyrosinu?

2. Pro¢ byla pouzita metoda ultracentrifugace Kk detekci tvorby komplexu 14-3-3 protein-
fosfoducin a nebyly vyuzity moznosti tfeba metod CD a nebo surface plasmon resonance?

3. Jsou znamy analogy fosfoducinu téz napt .v modelovych genomech rostlin jako je
Arabidopsis thaliana?

4. Existuji n€jaké knock out studie genu fosfoducinu napt. u mysi a jak se projevuji?

Zavérem mohu konstatovat, Ze predlozena prace Bc. Miroslavy Kacifové je velmi kvalitni a zcela
spliiuje pozadavky kladené na diplomovou praci. Studentka prokazala schopnost védecky pracovat a
prezentovat dosazené vysledky. Navrhuji tuto praci uznat jako praci diplomovou a hodnotit znamkou
vyborné.
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