Posudek Skolitele na diplomovou praci Eli§ky Nedbalkové

»PFiprava komplexti 14-3-3 proteinu a tryptofanovych mutantt
regula¢ni domény tyrozin hydroxylazy*.

Diplomova prace Elisky Nedbalkové je soucéasti projektu zaméfeného na
studium mechanizmu regulace enzymu tyrozin hydroxylazy (TH) prostfednictvim
vazby 14-3-3 proteinu. Tyrozin hydroxylaza katalyzuje hydroxylaci aminokyseliny
tyrozin za vzniku L-3,4-dihydroxyfenylalaninu. Tato reakce je prvni a rychlost uréujici
krok biosyntézy katecholaminovych neuropifenasect dopaminu, norepinefrinu a
epinefrinu. Disfunkce TH se podili na vzniku depresi nebo Parkinsonovy choroby.
Proto je studiu regulace funkce tohoto dlileZitého enzymu vénovana znaéna
pozornost. Tyrozin hydroxylaza je regulovana prostfednictvim fosforylace na své
regulacni domeéng, kde dochazi k fosforylaci dvou serinovych zbytk(i — Ser19 a
Ser40. Pro zvySeni aktivity TH je dlilezita fosforylace Ser40, zatimco fosforylace
Ser19 indukuje vazbu regulagniho 14-3-3 proteinu. Uloha vazby 14-3-3 proteinu
v mechanizmu regulace TH je vSak stale nejasna. Proto jsme se rozhodli studovat
vliv vazby 14-3-3 proteinu na strukturu regulaé¢ni domény TH.

Hlavnim cilem diplomové prace Eli$ky Nedbalkové bylo pomoci cilené
mutageneze pfipravit 5 mutantd regulaéni domény TH obsahujici pouze jeden
tryptofanovy zbytek na pfedem vybranych mistech. Po Gspé$ném zvladnuti této &asti
projektu provedla Eliska Nedbalkova expresi a purifikaci nékolika rekombinantnich
protein(i. Jednak purifikovala pdvodni nemutovatou verzi regulaéni domény TH, dale
dva pfipravené mutanty regulaéni domény TH a dvé rlizné varianty 14-3-3 proteinu.
VSechny zminéné proteiny se Eli§ce Nedbalkové podafilo Uspé&sné pfipravit. V dalsi
etapé provedla fosforylaci vzorkd TH a pomoci nativni elektroforézy ukazala, Ze obé&
mutantni verze regulaéni domény TH interaguji se 14-3-3 proteinem stejné tak jako
WT.

Diplomova prace EliSky Nedbalkové predstavuje vyznamny pokrok v nasi praci
na pfipravé komplext 14-3-3 proteinu s regulaéni doménou TH, které budou vhodné
pro dynamicka fluorescenéni méfeni a pro studium vlivu fosforylace a vazby 14-3-3
proteinu na konformaci TH.

EliSka Nedbalkova se béhem prace na své diplomové praci stala nedilnou

soucasti nasi laboratofe a na svém projektu pracovala s velkym zajmem a trpélivosti.



Rychle a dokonale zvladla celé spektrum metod molekularni biologie a proteinove
biochemie (prace s plasmidovou DNA, cilena mutageneze, exprese a purifikace
proteinl). Ukazala, Ze dokaze pracovat velmi peclivé a samostatné. Kromé prace na
své diplomové praci se aktivné Gcastnila i feSeni dalich projektl nasi skupiny.
Myslim si proto, Ze diplomova prace Elisky Nedbalkoveé splriuje vSéechny

pozadavky kladené na diplomovou praci a pIné ji doporucuiji pfijmout k obhajobé.
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