Posudek oponenta na doktorskou dizertacni praci Venduly Stradalové:
»S5 TRUCTURAL AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF YEAST
PLASMA MEMBRANE DOMAINS*.

Doktorska prace Venduly Stradalové je zalozena na 4 pracich publikovanych
v impaktovanych Casopisech . Impakt faktor téchto ¢asopist se pohybuje v rozmezi
4.0-6.3. Publikace tedy prosly oponentskym fizenim. Oponenti téchto Casopisti odvedli
dobfte svou praci a tlohou oponenta bude tedy shrnout praci jako celek. Je tieba
konstatovat, ze prace predstavuje krasn¢ uceleny a konzistentni celek, kde jednotlivé
publikace na sebe navazuji a skladaji dohromady piedstavu o struktuie, ktera si zasluzi
pozornost jako modelovy priklad. Jde 0 nehomogenitu v lateralni distribuci lipida a
proteinll V cytoplazmatické membrané kvasinek, ktera je navic stabilni v Case a
pozorovatelna jako invaginacni struktura, o které se dlouho vi a jejiZ vyznam nebyl
znam. Autorce se spolu se spolupracovniky podatilo tuto strukturu zndmou jako
,.furrow-like invaginations* kolokalizovat s membranovym kompartmentem MCC,
urcit protein, jehoZz C-koncova ¢ast je zodpovédnd za formovani téchto invaginaci,
dale urcit, ze oblasti klathrinem zprostfedkované endocytozy, kortikalni cisterny ER a
MCC domény jsou nepiekryvajici se struktury a dale, ktera z téchto struktur fidi
formovani struktur ostatnich. Tato velmi zasadni zjisténi byla umoznéna Spickovymi
ptistupy fluorescenéni konfokalni mikroskopie, pomoci TEM a metodou mrazového
leptani spolu s vyvojem metody fixace preparatu pro TEM, ktera umoznila pozorovani
membranovych struktur zbavenych artefakti. Upfimné feCeno, malokdy se podafi
vystavét disertaci na takto uceleném zakladé. Autorka pritom vychazela ze zkuSenosti
pracovisté vyborné technicky vybaveného a z tématu, které je pracovisti dlouhodobé
zkoumano, coz se ukazuje V citacich jejich pfedchtdct, ktetfi/které se tématu MCC
domén vénovaly.

MCC jako modelova struktura v membrané kvasinek, ktera je dobte definovana
a V Case stabilni, je myslim téma, které bude velmi moderni do budoucna vzhledem
K obtizim a nejasnostem, které provazi vyzkum raftii u modelovych vyssich eukaryot.
V praci je postup od vyvoje metody fixace ptes vyzkum organizace furrow-like
invaginations az k rozsifeni z4jmu na souvisejici cytoplazmatické struktury a
endocytézu témér ucebnicovy a i pro ¢tenare neorientovaného v problematice je velmi
piehledny.

Préce je psana anglicky, dobrou anglictinou, graficka uprava prace je
standardni, prdce ma minimum pieklept a nebudi dojem prace psané ,,pro formu®,
ptipadné pouze pro oponenta. Ma formu komentafe K publikacim a je vybavena
nutnymi naleZitostmi jako jsou Uvod, Metody, vlastni komenta k publikacim a
Diskuse. Uvod za&ina membranami a jejich slozenim, ale brzo se vénuje
nehomogenitam v membrané odporujicim Singer-Nicholsonovu modelu homogenni
membrany nejprve na obecné urovni, pak se vénuje raftim a samoziejmé strukturam
v cytoplazmatické membrané kvasinek. Tato ¢ast je velmi kvalitni, bohaté vybavena
recentnimi odkazy a obrazky. Dale jsou kratce predstaveny pouzité metody — jak
metody souvisejici s mikroskopii, tak pokro¢ila metoda umoznujici urcit lokalizaci
intramembranovych domén membranového proteinu in vivo. Jsou kratce predstaveny



publikace ve formé velmi dobte Citelnych rozsitenych abstrakti dokumentovanych
klicovymi obrazky. Nasleduje diskuze. Autorka méla $tésti, ze v diskuzi mohla
pojednat témata svych praci vcelku, coz ji umoznila sevienost tématu. Diskuze je
nazvana ,,GENERAL DISCUSSION AND PERSPECTIVES* a svému nazvu
nezustava nic dluzna . Vlastni vysledky zasazuje autorka do kontextu ostatnich
recentnich publikaci, které zkoumaji vztahy MCC-eisozom-endocytéza-ER bud’to na
stejném modelu nebo u hub obecné. V diskuzi autorka naznacuje, ktera témata
povazuje za perspektivni a tudiz se jim (snad) bude ona sama nebo vyzkumna skupina
vénovat. Nasleduji pfilozené publikace. Praci hodnotim jako celek jako velmi kvalitni
a doporucuji, aby byla pfijata jako podklad k obhajobé jako doktorska prace.

K autorce mam nésledujici otazky:

1. Vzhledem k tomu, Ze je vyzkum MCC velmi Slibny, zajimalo by mé,
na co se vyzkumna skupina, ve které pracujete, zaméti v budoucnu.
Téma je paralelné sledovano dal§imi skupinami.

2. Vyjadrete se k napadu, zda by bylo funkéni vyvinout systém in vitro,
ktery by v minimalnim provedeni (lipozomy nebo ,,supported lipid
bilayers* z lipida kvasinek napf. se zabudovanym proteinem Ncel02)
umoznoval podrobngji studovat vlastnosti MCC oblasti.

3. Hodlate se dale vénovat vyzkumu topologie Nc102, tfeba pouzitim
jinych ptistupti? Je ztejmé, Ze objasnéni topologie by pomohlo
predstavé o piesné tloze tohoto proteinu v organizaci MCC.
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