Posudek na diserta¢ni praci Radovana FiSera

Radovan FiSer vypracoval svou disertaéni praci ,Fluorescenéni studie bakterialnich
membranovycjh proteint a bunééné signalizace” pod vedenim skolitele Dr. Iva Konopaska a
konzultanta Ing. Petera Seba.

Hlavnim cilem prace bylo objasnéni, jakym zplsobem se dostava enyzmovd AC doména
adenylat cyklazového toxinu bakterie Bordatella pertusis pres cytoplasmatickou membranu.
Jedna se o velmi atraktivni problematiku z hlediska zakladniho vyzkumu, kterd ma vsak i
potencialni vystupy pro navrhy novych vakcin.

Nejdllezitéjsi casti disertacni prace jsou pfilohy se ¢tyfmi publikacemi a jednim
manuskriptem zaslanym do tisku. Ve tfech ztéchto péti praci je Radovan FiSer prvnim
autorem. Jedna se vesmés o velmi hodnotné publikace ¢asopisy s vysokym impakt faktorem
(Biochim. Biophys Acta IF 3,998, 2x J.Biol.Chem. IF 5,581, Plos Pathogen IF 8,978 ).
Disertacni prace obsahuje, po abstraktech v ¢eském a anglickém jazyce, kratky uvod, ve
kterém autor uvadi hlavni cile prace. Nasleduje strucny literarni prehled (cca 10 stran). Autor
v ném vénuje pozornost strukture a funkcim adenylatcykldzového toxinu a jeho jednotlivych
domén. V zavéru se vénuje roli vapnikové koncentrace v bunélnych kompartmentech a
jejich zmén v signalizaci a dalSich bunécnych procesech. Literarni prehled je napsan pres jeho
strunost srozumitelné, text je vystizny a dobfe voleny pro porozuméni nasledujicim
kapitolam.

Po literarnim prehledu nasleduje kapitola ,Publikace autora“, ve které je ke kazdé z 5ti
autorovych publikaci jednostrankovy komentar. V tomto komentati je uveden stru¢ny obsah
publikované prace a také podil jakym se na ni R. FiSer podilel. Tato ¢ast prace je uzaviena
kratkou (cca 3 strankovou) diskusi a seznamem literatury. Celd ¢ast disertace doprovazejici
autorovy publikace je pojata stru¢né. Vzhledem k tomu, Ze autor uvadi, Ze se sam podilel,
nebo psal prvni verse nékterych z publikaci, nepovaZzuji to za zavadu.

Pfipominky a dotazy k literarnimu prehledu:

Literdrni prehled str. 10, obr. 1: Bylo by vhodné popsat obr. tak aby bylo zjevné, kde je ktera
doména (neni jasné, co vyznacuje prvni bily obdélnik ve vztahu k popisovanym doménam).

Obr. 2, 6: Mélo by byt ivedeno co je PBD: 1YRT nebo PBD:2ZVD.

Vzhledem k tomu, Ze autor neuvadi seznam zkratek, mél by, s ohledem na méné zasvécené
¢tenare, pouzivat pro jeden termin pouze jednu zkratku a uvést ji poprvé, kdy dany termin
uvadi, tj. napft. pro repetitivni doménu uz v textu pred obr. 1 ( oznaceni rep nebo repetice
se vyskytuje v obr. 2, RTX doména pak na str. 15 a dale)

Autor uvadi koncentrace vapniku v rGznych castech bunky. Jakd je koncentrace vapniku
v bunécéném jadre?



Otazky k diskusi:

M3 autor néjakou predstavu jak vapnik translokuje s AC doménou adenylatcykldzového
toxinu (str. 25, publ. 3)?

Byly popsany toxiny, které mohou byt internalizovany jak clathrinovymi vacky tak vacky
hladkymi odvozenymi od lipidovych raftd. Zkoumali jste tuto moznost?

Je clathrinova endocytosa zavisla na vazbé toxinu k integrinovému receptoru?

Internalizace transferinu do clathrinovych vackd a jeho transport ¢asnymi endosomy do
recyklujicich endosom( byl popsan jako velmi rychly proces (viadu minut). Endocytosa
adenylatcyklazového toxinu clathrinovymi vacky je zde popisovana jako relativné pomaly
proces. Cim si to autor vysvétluje ?

Kolokalizace s transferinem ani plsobeni chlorpromazinu pro jeho pleiotropni ucinky neni
jednoznaénym dlikazem clathrinové cesty. Pro clathrinovou endocytosu hovofi pokus s
dominantné negativni mutantou proteinu Eps 15. Vtomto pokuse vSak chybi negativni
kontrola napf. sEps 15 —DIll A2 mutantou, kterda neinterferuje s clathrinovou cestou.
Zkouseli autofi kolokalizaci slehkym fetézcem clathrinu, nebo imunoelektronovou
mikroskopii?

Pfes uvedené drobné a diskusni pfipominky, disertac¢ni prace R. FiSera je nadprimérné
kvality.

Zavérem:

Disertacni prace Mgr. Radovan FiSera je velmi hodnotna. Autor v ni dokazal, Zze je vykonny
experimentator s velmi fundovanym teoretickyma metodickym zazemim. Autorovy 4 publikace a
jeden dosud nepublikovany manuskript maji vysokou experimentalni udroven.. Dokladem jsou
mimo jiné i vysoké impact faktory casopisti, které prace pfijaly do tisku.

vs v

Doporucuji, aby disertacni prace byla pfijata jako podklad pro dalsi fizeni k udéleni doktorského
titulu.
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