V Praze 4. ¢ervna 2012

Oponentsky posudek k diserta¢ni praci Mgr. Zdenky Drastichové "'Cell signalling and
molecular complexes of the TRH receptor™.

Disertace je psana anglicky, coz je tfeba hodnotit jako vyrazny klad; gramaticky je jazyk
zvladnut na vyborné urovni.

Po jednostrankovém "Introduction" a pulstrankové "Aim of the thesis" nésleduje rozsahly
piehled literatury o receptorech spfazenych s G-proteiny (cca 40 stran), popis metodiky (7 stran),
vysledkova ¢ast (36 stran), Diskuse na 13 stranéch a asi dvoustrankové "Conclusions". V
disertaci je také strukturovany obsah a seznam zkratek. Soupis literatury zahrnuje néco pies 250
citaci. V disertaci jsou svazany také jako "Supplement” tfi "full-length" ¢asopisecké prace Mgr.
Drastichhové (dv¢ publikované: "Journal of Cellular Biochemistry" a "Cell Structure and
Function" a jedna pfijata k publikaci do Acta Biochimica et Biophysica Sinica). V samostatnych
brozurkach je pfilozen kratky autoreferat (23 stran formatu AS5) v ¢eské i anglické verzi.

Prace fesi problematiku exprese proteind a jejich redistribuce proteint v plasmatickych
membranach po dlouhodobé stimulaci TRH receptoru a tvorby/stability komplexu receptor/G-
protein na modelu transfekované bunééné linie HEK293 (THR-R1 a G11). Redistribuce byla
sledovana pomoci subcelularni frakcionace gradientovou centrifugaci a analyzy ziskanych frakci
pomoci 2D elektroforézy, imunoblotingu a hmotnostni spektrometrie. Byla také métena vazba
ligandu ([*H]TRH) na membrany a mira stimulace receptoru pomoci vazby [*°>S]GTP-y.

Mgr. Drastichova zjistila, Ze po dlouhodobé stimulaci TRH-R dochdazi ke redistribuci fady
proteint; nasla 42 takovych ptipadd, identifikovanych pomoci elektroforézy a MALDI
TOF/TOF analyzy. Zna¢na ¢ast zmeny lokalizace probihd v mitochondridlni membranég, coz
ukazuje na zkou vazbu mezi stimulaci GPCR a mitochodrialni funkci, ptedevsim ziejmé v
navaznosti na metabolismus vapniku. Je naznaceno také dtlezité spojeni nékterych takto
identifikovanych proteinil s apotézou. Jednoznacnou identifikaci téchto proteinti, diky
sofistikované instrumentalni analyze a pravdépodobné znacnému pracovnimu nasazeni, povazuji
za jeden z nejvyznamnéjsich ptinost predkladané disertace.

V dalsi ¢asti se autorka vénovala analyze komplexti TRH-R/G-protein v zavislosti na aktivaci a
desenzitizaci. Kvantifikaci komplext provadéla predevsim pomoci separace nove zavedenou
metodou nativni elektroforézy, blotingu a nasledné denzitometrie. Tento postup je inovativni —
jeho uspésna aplikace autorkou totiz dovoluje frakcionovat a charakterizovat proteinové
komplexy za Setrnych podminek, zachovavajicich jejich nativni konformace. Bylo tim
potvrzeno, ze TRH-T a Gg/1, podobné jako né€které jiné GPCR, mohou existovat v pre-
asociované formé a Ze stabilita tohoto komplexu je vyznamné ovlivnéna vazbou TRH.

Autorka v predkladané disertaci predklada extenzivni penzum dobfe zvladnuté experimentalni
prace, provedené na zaklad¢ adekvatni moderni technologie a s vysledky z velké ¢asti
provétenymi publikaci v recenzovanych ¢asopisech. Znacnou rezervu citim k pfili§ rozsdhlému
uvodu, ktery podrobné mapuje takika vSechny aspekty GPCR, ale v disertaci pouzity a relevantni
receptor/G-protein je odbyty ve dvou odstavcich. Pouzity prehled by si zasluhoval publikovat v
nékterém Ceském casopise (tieba i bez IF), volajicim po kvalitnich piispévcich.



M¢ konkrétni ptipominky:

kment (phyla) by méla byt s velkym pismenem; sponges je anglicky termin pro Porifera (kdyz
ostatni jsou latinsky, pro¢ to plést dohromady s angli¢tinou?) je v metodice na fad¢ mist zietelné
zaménéno ve specifikaci objemu fecké mi (1) za m, coz miize mit zasadni vyznam.

Str. 52: zkratky pro inositol trifosfat jsou uvedeny nespravng.
Tyto chyby ukazuji na politovanihodné podcenéni redakce vysledného textu.

Str. 55: pon¢kud nejasny popis usporadani experimentu; nejsou uvedeny objemy, ve kterych
vazebné pokusy probihaly, neni uvedena koncentrace membranovych proteind.

Str. 61, 62; fig. 5.1 B; fig. 5.2: je nejasné, zda vysledky jsou vztazeny na jednotku objemu, nebo
na mnozstvi proteinu (neni vyslovné uvedeno).

V textu disertace (resp. v grafech nebo tabulkéach) neni v nékterych ptipadech uvedena
kvantifikace denzitometrie (ackoliv napt. v Supplement — ve ¢lanku ptedlozeném k publikaci
n¢které prislusné grafy nechybi).

Po formdlni strance obsahuje ptace vSechny vSechny naleZitosti, autorka rozvinula naSe poznatky
o biochemii receptort asociovanych s G-proteiny a na zakladé¢ této disertace doporucuji udéleni
titulu PhD.

RNDr. Jan Riény, CSc.
Psychiatrické centrum Praha
Ustavni 91

181 03 Praha 8



