Posudck na doktorskou disertaéni prici Jana Silhdna

Studium molekuldrnich mechanismi funkce 14-3-3 proteinii’

Doktorskd diserta¢ni prace RNDr. Jana Silhana shrnuje vysledky studif zabyvajicich se funkcemi molekuly proteinu
14-3-3 ajeho interakcemi s dal$imi molekulami, zejména se specificky se vézicimi peptidy, transkripénim faktorem

FOXO#4 a tyrosine hydroxylizou.

Prace ptedklida vysledky biofyzikdlnich a funkénich studif zminénych proteint uskuteénéné v rémeci dlouhodobého
projektu studia proteint 14-3-3 v laboraroti doc. Obsila. Uvodni kompilace a jednotlivé publikace uvedené v
disertaéni prici ukazujf, ze ptedkladatel umi pouzivac Sirkou $kalu molekuldrné biologickych, biochemickych a

biofyzikélnich metod a ze umi jednotlivé vysledky zatadit do &irétho kontextu.

Uvodni pasiz je napsina pehledné a ukazuje na porozuméni tématu. Nékteré formulace by bylo mozné stylisticky
vybrousit, nejde ale v zddném ptipadé o problémy s vécnou spravnost{ textu. Rovnéz moje druhd pozndmbka, tykajici
se tvodu préce, nemiti na podstatu, ale spide na formu. Nevim, zda jde o doporuteni v rimci fakulty nebo studijniho
oboru, ¢i iniciativu samotného autora, ale trochu mé ptekvapilo, ze Gvodni text je psan Cesky. Osobné si myslim, ze u
ptirodovédného oboru je vhodnéjsi, kdy? se student nauéi formulovat anglickyi i del3{ a komplexnéjsi text, prakticky

celd jeho profesiondlni komunikace bude probihat v angli¢ting.

Ptedkladatel prezentuje ¢tyti pavodni publikace, tfi vyslé, jedna byla zasldna k posuzeni, u dvou pract (¢lanky Ia Il v
tezich) je rovnéz jejich prvni autor. Viechny ti publikované price vysly v kvalitnich asopisech, dvé v Journal of
Biological Chemistry, jedna v Biochemistry, kde byly oponovany svétovymi odborniky v oboru a jejich kvalita je
provéfend. Price zasland k posouzent, kde je ptedkladatel prvni autor, je podle mého ndzoru velmi kvalitni, bohuel
jsem v disertaci nenadel zminku o tom, do jakého ¢asopisu ji autoti zaslali, ale predpoklddam, e jde rovnéz o Casopis

na trovni ostatnich publikaci.

Studium interakei proteint 14-3-3 s nékterymi ligandy, naptiklad transkripénim faktorem FOXO a peptidovymi
fragmenty, které zastupuji ¢4sti serotonin N-acetyl transferasy, jsou akeudlni tkoly a tyto molekuldrnf systémy
ptedstavujf atraktivn{ cil molekuldrné biologickych studii, vjhledové i farmakologicky zamétenych studii. FOXO
obsahuje 14-3-3 vazebnou doménu a jako transkripéni faktor rovnéz DNA vazebnou doménu a schopnost FOXO
proteinu vézat dvousroubovicovou DNA je pravdépodobné regulovéno pravé proteinem 14-3-3. Projekty
przentované v ptedklidané prici vyzadovaly pouziti modernich biofyzikalnich a biochemickych a molekuldrné
biologickych metod. Ptedlozen tvodni kompilace a hlavné jednotlivé publikace dokazuji, ze ptedkladatel tyto
metody um{ pouzivat, rozumi jejich teoretickym zikladéim a principtim. Autor aktivné zvl4dl techniky exprese
proteinti v prokaryotickych systémech (zavadéni His kotev, cilené mutace) u proteint 14-3-3 i FOXO, znacenti
proteintt fluorescenénimi znatkami, méfeni staciondrni i ¢asové rozliSené fluorescence (FRET), spekter cirkulirniho
dichroismu a jejich interpretaci, i nékterych dovednosti nutnych pro difrakéni stanoveni molekuldrnich strukeur,

tedy hlavné krystalizaci, méfeni a rafinaci (upfestiovéni) krystalografickych molekuldrnich modeld.
Na zévér si dovoluji nékolik konkrétnéjsich pozndmek, dotazit a ptipominek k jednotlivym publikacim.

Price I. Kombinaci ¢asoveé rozli$ené fluorescenéni spekeroskopie FRET a potitatovych experimentii metodou
molekuldrni dynamiky bylo ziskdna uré¢it4 strukturni informace o velmi flexibilni C-terminélové &sti proteinu 14-
3-3. Ani krystalograficky ani technikami NMR spektroskopie se nepodatilo vytesit 3D strukturu C-konce 14-3-3 za
aminokyselinou 232 a ten je tak se v{ pravdépodobnosti jak v pevné fizi tak v roztoku neuspot4dany, nebylo by

mozné ziskat dlasf nezévislé¢ informace o dynamické strukrute nékterou z NMR spektroskopit? Dalsi poznamka je



uz tird spekulace, mozn4 by ale stala za uréitou tivahu: C-koncova residua jsou mezi isoformami sekvenéné
proménlivé a jednotlivé sekvence jsou ladény na rozpozndn{ urtitého proteinového ligandu. Pti vazbé na

rozpoznivanou molekulu je ale pravdépodobné, e se i tyto rozvolnéné C-koncové &asti sbali do definované
p ) p p

strukrury, kterou by bylo mozné strukturné stanovit, at uz NMR nebo difrakéné.

Publikace I1. Jak4 je povaha vazby proteinu 14-3-3 s transkripénim fatorem FOXO? Je dostate¢né silnd a stabilni na
to, aby bylo realistické¢ pokusit se krystalizovat komplex mezi jednou z izoforem 14-3-3 (ztejmé £) s FOXO a vyfetit

strukturu tohoto komplexu?

V préci je zmifiovéna nepublikovand krystalov4 struktura komplexu mezi 14-3-3 a peptidovym fragmentem
odvozenym z C-koncové ¢sti serotonin N-acetyl transferdzy. Bude deponovéna? Je redlné krystalizovar 14-3-3 s
jinymi peptidovymi sekvencemi a nebylo by mozné pokusit se je prodlouzit tak, aby reprezentovaly podstatnéjsi ¢4st

serotonin N-acetyl transferdzy?

Publikace I1L. Transkripéni faktory mus{ velmi selektivné rozpozndvat pomérné kritké DNA sekvence. ‘Forhead
responsive’ (FRE) sekvence je podobnd ‘insulin responsive’ (IRE) konsensus sekvenci. Byly méfeny termodynamické
charakeeristiky (vazebné konstatnty, AH a AS, eventuelné kinetika vazeb) FRE a IRE sekvenci na FOXO a
insulinem indukovanych transkripénich faktort (napt. PDx-1)? Jak by se métit daly?

Zévérem rid konstatuji, ze vzhledem k tomu, ze ptedkladatel zvlddnul 3irokou $klu experimentalnich metod
molekuldrni biologie a biofyziky a objasnil hlavni rysy interakce FOXO s konsenzudlni sekvenci DNA a nékteré
aspekty regulace interakef systému FOXO-DNA proteiny 14-3-3, je tieba ptedklidanou prici ocenit jako vynikajici.
Ptedkladatel prokézal schopnost tviiréf préce a splituje pozadavky kladené na doktorskou disertaéni prici z oboru.
Proto je mo#no shrnout, Ze na zdkladé této price doporuéuju zidost RNDr. Jana Silhana o titul Ph.D. ke kladnému

rv.s ’
vyrizenl.
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