Oponentsky posudek doktorské prace

Miroslava Kaciiova: Mechanismus regulace funkce fosducinu

Cilem piredkladané prace bylo studium proteinu fosducinu, dulezitého zejména
v procesu vidéni a vyzkum interakce této biomolekuly s adaptorovym proteinem 14-
3-3. Tato interakce vyznamné reguluje fyziologickou funkci fosducinu, nicméné
unikala az doposud podrobnéjsi strukturni charakterizaci. Divod spoéival zejména
Vv tom, Ze fosducin patii mezi takzvané vnitin¢ neuspofadané proteiny a i po vazb¢ na
protein 14-3-3 zGstava fada jeho oblasti v této neuspotfadané podobé. Takto vznikly
komplex (pattici tim mezi tzv. ,,fuzzy komplexy*) neni pro svoji velkou flexibilitu
vhodny k vyzkumu pomoci proteinove krystalografie a je ho tedy nutno zkoumat
prostfednictvim jinych metod biofyzikalni chemie a biochemie. Tato doktorskéa prace
je piikladem pravé takového vyzkumu a nutno fici pfedem, ze prikladem velmi
zdatilym.

Doktorska prace Miroslavy Kacifové méa 257 stran a je rozdélena do téchto
&asti: Uvod, Literarni piehled, Cil prace, Material a metody, Vysledky, Diskuse,
Zavér, Publikace a Teoretické zéklady k pouzitym metodam. Cést ,,Publikace
obsahuje text étyf védeckych praci (tfi publikovanych, jedné doposud v recenznim
fizeni), kterych je kandidatka spoluautorkou. Na dvou z téchto praci je jeji jméno
uvedeno na prvnim misté. Celd doktorska prace je pomérné rozsahla, piesto ptisobi
vnitiné konzistentnim dojmem a dobfe se ¢te. Nepostiehnul jsem v ni Zadné preklepy
ani tiskové chyby. V ¢asti Literarniho prehledu se autorka sympaticky pokousi
jednotliva piedkladana fakta spolu propojit do logického celku. Cast Diskuse je na
takto rozsahlou praci pomérné velmi kratka, ovSem Ctendf zjisti, Ze velmi mnoho
z toho, co byva soucasti diskuse, obsahuje jiz piedchozi ¢ast Vysledky. Urcitou
zvlastnosti je zavére¢na ¢ast ,, Teoretické zaklady k pouzitym metodam®, kterd typicky
drive, nejspis hned vedle ,,Materidlu a metod*, nebo ji s nimi zcela sloucit. Predev§im
je ale nutno zdtiraznit, Ze je to kapitola velmi dobfe psana a stane se nejspis
pomuckou studentiim, ktefi budou hledat tvodni texty, jez by je seznadmily
S popisovanymi metodami.

Pokud se tykéa védeckého hodnoceni predkladané prace, povazuji ji za nazorny
priklad toho, jak lze dohromady skloubit vysledky celého spektra biofyzikalné
chemickych a biochemickych metod tak, aby z nich bylo mozno poskladat uceleny
obraz interakce dvou biomolekul. Ptitom kazda z pouzivanych metod poskytla pouze
¢astecny vhled a finalni obraz neni prostym souctem ziskanych vysledkd, ale jejich
promyslenou logickou kombinaci. V ptedkladané praci je tento obraz reprezentovany
vyslednym modelem proteinového komplexu. Je pochopitelné, Ze ne vSechny
pouzivané metody zvladala kandidatka na stejné irovni a ze pracovala jakozto soucast
vétSich tymi. Proto je v praci jeji podil na ziskani jednotlivych vysledka jasné
specifikovan.

K praci mam tyto komentare:



1. Casto pouzivany vyraz ,,tmou adaptovana sitnice* mi piipada mirné toporny. Snad
by slo Iépe pouzit: ,,sitnice adaptovana na tmu*.

2. Na nékolika mistech (napf. str. 31) je pouzit privlastek ,,krysi*. Ve skutecnosti se
zfejmée jedna o ,,potkani“; (Rattus rattus vs. Rattus norvegicus).

3. Kvalita obrazk je v naprosté vétsing€ velmi dobra. V piipadé studia vlozenych
grafl distribuce sedimentac¢nich koeficientii na stran¢ 73 jsem se ale ocitl na hran¢
svych zrakovych moznosti, stejné jako pii rozliSovani plnych a prdzdnych kolecek
v grafech poklesu anizotropie fluorescence, napt. na str. 84.

Rad bych kandidétce poloZzil nésledujici dotazy:

A) Ve své préaci jste pouZzivala celou fadu proteinovych mutantd fosducinu, napft.
Q52K, ¢i celou sérii cysteinovych a tryptofanovych mutantti. Provadéla jste néjaké
predbézné testy, zda tyto mutanty zachovavaji zakladni funkéni charakteristiky
puvodniho divokého typu proteinu?

B) V celém sirokém spektru pouzitych metod chybi mapovani struktury pomoci
chemického zesit'ovani (cross-linking). Byly podobné experimenty zvazovany?

C) Domnivéte se, Ze extrémné vysoka neuspotadanost komplexu fosducinu s
proteinem 14-3-3 je skute¢ny rys fyziologicky funkéniho komplexu, nebo je to spise
jen naznak toho, ze vysledny komplex méa obsahovat jesté dalsiho stabilizujiciho
partnera?

Uvedenymi komentafi nechci ani v nejmensim snizovat vysokou kvalitu pfedkladané
prace. Poklddam ji za vynikajici a doporucuji piijmout k dal$i obhajobé.
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