Posudek na doktorskou praci Mgr. J .Silhana ,,Studium molekuldrnich mechanismi funkce 14-3-3

proteinii‘.

Predkladana prace se zabyva studiem struktury, funkce a interakci 14-3-3 proteinu a n¢kolika jeho
vazebnych partnerti. Prace je zalozena na 3 jiz vys$lych publikacich a jednom ¢lanku v recenznim fizeni
a je sepsana ve zkracené forme jako uvodni text, ktery doprovazi ptilozené ¢lanky.
Vlastni text ma 59 stran a ma standardni ¢lenéni na Literarni ptehled, Metody, Vysledky, Zavér a
Seznam citované literatury. V literarnim piehledu jsou shrnuty zakladni informace o 14-3-3 proteinech a
skupiné FOXO proteind. Hlavni cile prace ukazuji, kterym z vice aspektti uvedenych v ¢lancich se autor
pfimo vénoval. Kapitola Metody sumarizuje vSechny postupy pouzité v praci, vétSinou ve forme
ptehlednéjsi, nez je uvedeno v publikacich. Zvlastni diraz je kladen na metody molekularné biologické,
biochemické a fluorescencni spektroskopii. Vysledkova ¢ést je rozd€lena podle témat ptilozenych
¢lankd a uvadi, jaky podil m¢l autor na jednotlivych tematikach a metodéach. Jsou zde uvedena i néktera
dosud nepublikovana data krystalové struktury 14-3-3 proteinu s peptidovym ligandem. Text je napsan
ptehledné a drobné chyby a neptesnosti nesnizuji hodnotu predkladané prace.
V préci je vyuzito celé spektrum mnoha riiznych metod na velmi pokrocilé tirovni, jak je dnes
vyzadovano v kvalitnich ¢asopisech. Metody molekularni biologie byly pouzity k pfipravé a expresi
studovanych proteind, jejich &asti a mutovanych variant. Rada biochemickych metod byla pouZita
K izolaci exprimovanych proteind, jejich ¢isténi a modifikaci naptiklad fosforylaci. K ovéfeni
identifikace pouZitych proteint a jejich modifikovanych variant byla vyuZita hmotnostni spektrometrie.
K detekci a kvantifikaci interakce proteint bylo vyuzito fluorescenéniho znaceni. K uréovani struktury
a geometrie byla vyuzita Krystalizace proteint, rentgenova strukturni analyza, Forsteriv resonanéni
pfenos energie a méteni spekter cirkularniho dichroismu. Ziskana strukturni data byla srovnavéana
s vypocetnimi modely ziskanymi metodami molekuldrni dynamiky. Byla provadéna i méteni dob Zivota
fluorescence a dohasindni anisotropie pomoci méteni ¢asove rozliSené fluorescence.
Vysledkem prace je fada originalnich poznatk o struktufe a funkci jednotlivych ¢asti 14-3-3 proteinu
v jeho interakci s proteinem FOXO4 a DNA, se serotonin N-acetyl transferasou a tyrosinhydroxylasou.
Aktudlnost experimentalnich otazek, adekvatnost pouzitych metod a védecka hodnota vysledkil prosla
jiz recenznim fizenim tii uzndvanych mezinarodnich ¢asopist, takze o vynikajici irovni prace nemiize
byt pochyb. Celkové hodnotim praci jako vynikajici.
Autor jasné¢ prokazal schopnost samostatné tviir¢i védecké prace. Proto doporucuji tuto praci k obhajobé

a doporucuji aby uchazeci byl udélen titul PhD.
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K ptedkladané praci mam nékolik otazek, které nijak nesnizuji vysokou uroven prace:

Sonda AEDANS je pouzivana jednak jako akceptor pii méfeni vzdalenosti mezi jednotlivymi ¢astmi
molekuly, ale v jinych experimentech i jako fluorescenc¢ni senzor zmén vlastnosti mikrookoli. Nemohou
se zmény fluorescencnich vlastnosti vyvolanych zménami mikrookoli projevovat jako porucha pti

méieni intenzity pfenosu energie a tim i vzdalenosti?

Stfedni doba Zivota excitované¢ho stavu AEDANS navazaného na cysteiny FOXO4 proteinu jsou kratsi
nez 20 ns. Zjisténé doby dohasindni anizotropie fluorescence jsou az 80 ns. Nesnizuje tento velky rozdil

piesnost méteni?

Nebylo by vyhodnéjsi vynést grafy 2 publikace 2 v logaritmické Skale koncentraci? Mozna by 1épe
vynikly ptipadné rozdily.

Pii studiu interakce 14-3-3 proteinu s regula¢ni domény tyrosin hydroxylasy byly v tomto proteinu
provedeny mutace vlozenim tryptofanu na né€kolik mist namisto fenylalaninu. Existuje n¢jaka informace

o tom, Ze tyto mutace neovliviuji strukturu proteinu (nebo jeho funkci)?



