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Text posudku

Mgr. Véclav Brazda, Ph. D. (d'alej uchadza¢) je jednym z pokracovatel'ov
renomovanej brnianskej vedeckej 8koly zaoberajlcej sa Struktirnou analyzou
nukleovych kyselin. Uvodom treba podéiarknut’, Ze vietko nasvedCuje tomu, Ze na
tradicie tejto §koly tspesne nadviazal. Potvrdzuju to vysledky jeho doterajsej (stale
relativne kratkej) vedeckej kariéry, z ktorych v habilitatnej praci prezentuje len jednu
gast. T4 je v §irSom zmysle venovana prepojeniu Struktirnych vlastnosti, ktorymi
disponuju niektoré Sasti genomu, s ich fyziologickou tlohou, realizovanou
predovietkym prostrednictvom vizby Specializovanych DNA-vizbovych proteinov.
Ako uchadza¢ kontatuje hned’ v Givode textu, informécia zakédovana v DNA nie je iba
line4rnou postupnostou nukleotidov, ale dynamickou instrukciou modulovanou okrem
iného aj DNA-proteinovymi interakciami. Detailné porozumenie tychto interakcii je
jednym z kI'idov k porozumeniu fungovania zdravych i patologicky pozmenenych
buniek.

Habilitatny spis je komentovanou zbierkou 17 pévodnych prac, ktore spdja
problematika $tidia DNA-vizobnych vlastnosti viacerych proteinov (p53, 14-3-3,
BRCA1 a IFI116), ktoré rozpoznavaji rozne typy nekanonickych Struktir DNA (krizové
viizby, triplexy, kvadruplexy, lavotogivda DNA). Tieto typy uchadza¢ struéne popisuje v
avode svojho stihrnu a aj ked’ nejde o strhujticu beletriu, text je informativny a dava
Eitatel'ovi dobry zaklad pre &itanie d’alsich Casti prace. V druhej Casti ivodu sa autor
venuje struénej charakterizacii proteinov, ktoré rozpoznavaji rozne typy struktar DNA,
pri¢om predstavuje predovetkym tie z nich, na ktorych Stadiu sa podielal.
Predovietkym v pripade proteinu p53 je vel'mi zloZité vyabstrahovat’ z literatiry
(PubMed eviduje takmer 80 000 prac o p53) to najpodstatnejSie a tieto informacie
skondenzovat’ do niekolkych odsekov textu. Hoci nie som Specialista v oblasti p53,
domnievam sa, e uchadza& vybral skutoéne to najddlezitejsie a prezentuje dobry
prehl'ad o I'tudovanych proteinoch. Vo vysledkovej Casti potom komentuje prace podla
rieenej problematiky. Z vysledkov sa mi zdali najzauj imavejsie (1) pozorovanie, Ze p53
sa preferenéne viaZe na superspiralizovantt DNA (bez ohl'adu na smer vinutia); (2)
rozdielny vplyv fosforylcie p53 roznymi protein kindzami na viizbu proteinu na DNA;



a (3) vyuzitie monoklonélnych protilatok na Studium vizby p53 na DNA. Ostatné
prezentované préace su viak tiez pekné a to, Ze v komunite zarezonovali dokumentuje aj
fakt, 7e velka ast’ z nich bola uz (miestami hojne) citovana.

Na viésine publikacii (10/17) je uchadza¢ v pozicii prvého, resp.
koregpondujiceho autora, o ilustruje, Ze sa na nich zasadnou mierou podiel'al. Na
druhej strane, vzhI'adom k tomu, Ze ide o prace mnohoautorské, stalo by za Gvahu v
komentaroch k publikacidm explicitne uviest’, aky bol jeho konkrétny prispevok (tak,
ako to v sucasnosti vyZzaduju aj mnohé Easopisy). Kvalite spisu by to neposkodilo a
zérovefi by to spoluautorom umoznilo tieto publikacie (s rovnakou podmienkou) vyuzit
pre ich kvalifikaény rast.

Dotazy oponenta k obhajobé habilita¢ni prace

1. Nastr. 26 je Gdaj odvodeny z préac 1-4, Ze okrem centralnej oblasti p33 sa na
viizbe na DNA a vyhl'adavani sekvencii na dlhych molekulach podiela aj C-
terminalna doména. Na druhej strane, praca 6 ukazuje, Ze protilatky k C-
koncovej doméne p53 ho aktivuju k sekvenéne-3pecifickej vizbe. Z
prvopldnového pohl'adu je to prekvapiveé pozorovanie, ked'Ze by sa asi dalo
predpokladat’, Ze viizba protilatky bude skor inhibovat pristup domény k DNA.
M4 autor nejakti hypotézu, ako by vysvetlil mechanizmus tejto aktivécie?

2. Uchadza¢ sa podiel'al na vyrieSeni 3D Struktiry proteinu IF116, ktory moduluje
aktivitu p53 (vel'mi pekna praca v Structure 19: 418-429 (2011)). Zo Struktury
vyplyva, Ze protein obsahuje OB-fold subdomény, ktoré sa €asto vyskytuja u
proteinov viazicich jednovldknovii DNA. V praci Brazda et al. (2012) je
popisana véizba IF116 na superSpiralizovant dvojvlaknovii (ds) DNA a st
citované d'alsie prace, nazna¢ujuce viizbu IF116 na dsDNA. Vie sa nie¢o o ulohe
OB-fold subdomén pri viizbe proteinu na dsDNA, resp. ktora Cast’ proteinu IF116
je zodpovedna za viizbu na dsDNA?

3. Z nahodnych Géasti na seminaroch tykajucich sa BRCAI mam dojem, Ze je
pomerne tazké ziskat' dostatoéné mnoZstvo dostatocne Cistého BRCATL, resp.
jeho skratenych foriem. V préci 15 boli analyzované 4 formy BRCAI
purifikované z Escherichia coli, nie je viak uvedeny obrazok SDS-PAGE gélu,
ktory by ilustroval ich €istotu. Na stanovenie koncentréacie proteinov je
vyuzivana Bradfordovej metoda, ale pokial je preparat kontaminovanymi inymi
polypeptidmi (priom stupefi zneistenia by sa mohol medzi jednotlivymi
formami {3it), nie je celkom moZné stanovit’ pomer protein:DNA. Ma autor
predstavu o &istote proteinov, ktoré v analyzach pouzil?

Zaver
Habilitadna praca Véclava Brazdu ,,Charakteristika vazebnych vlastnosti proteind se

zaméfenim na kizové struktury splita poZiadavky $tandardne kladené na habilitatne
prace v odbore Molekuldrna bioldgie a genetika.

Bratislava, dia 24. augusta, 2015 prof. RNDr. Lubomir Tomaska, DrSc.





