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Oponentsky posudek na praci
Studium tlohy proteind 14-3-3 v regulaci G-proteinové signalizace

Doktorska disertacni prace

Mgr. Lenka Rezdbkova

Mgr. Lenka fezabkova predklada disertacni praci, vypracovanou na katedie fyzikalni
a makromolekularni chemie PiF UK v Praze a na Fyziologickém ustavu AV CR. Prace je
vypracovana formou souhrnu v obvyklém ¢lenéni (ivod, cile prace, materialy a metody,
vysledky a diskuse a zavér), ke kterému jsou jako ptilohy pticlenény Ctyfi prace, jejichZ je
kandidatka vyznamnou spoluautorkou, a které byly publikovany V prvottidnich oborovych
casopisech. U tii z nich je kandidatka prvni autorkou, u ¢tvrté druhou, a jeji autorsky podil,
dobie vysvétleny v disertaci, je nepochybny. Lenka ReZabkova je mimoto spoluautorkou
dal$ich tfi velmi kvalitnich publikaci tykajicich se strukturni biologie proteinti, které nebyly
zatazeny do této disertacni prace.

Podle Web of Science tyto prace od uvetejnéni nasbiraly uz 23 (kterych navic stale
pfibyva), coZ jen potvrzuje atraktivitu tématu a zajimavost publikovanych vysledki.

Autorka ve své disertacni praci popisuje studium interakce proteinu 14-3-3
S negativnimi regulatory signalisace spfazené s G-proteinem (RGS) a s proteinem
fosducinem, regulatorem transducinu, ktery zprostiedkovava prenos signalu pii procesu
vidéni. Prace byla vypracovana Vv laboratofi Doc. Obsila, kterému béhem poslednich deset let
v oblasti biofysikalni chemie proteinu 14-3-3 a jeho interakce se signalnimi a regula¢nimi
proteiny podafilo vybudovat védeckou Skolu a ziskat velky mezinarodni respekt. Kolegyni Ize

k vybéru laboratofe a Skolitele pogratulovat.



Disertantka jasné prokazala, ze si velmi dobie osvojila celou skalu experimentalnich
technik, od klonovani rekombinantni DNA a expresi proteinti v E. coli a jejich purifikaci, in
vitro fosforylaci a modifikaci fluorescenénimi sondami, az po biofyzikalni techniky, jako je
analyticka centrifugace, méfeni anisotropie fluorescence, ¢asoveé rozliSena fluorescence,
proton-deuteriova vymeéna a dalsi moderni methody studia proteinovych struktur a jejich
interakci s ligandy nebo dal$imi proteiny. Studentka také potvrzuje schopnost racionalné
experimenty analysovat a stiizlivé zhodnotit jejich vysledky

Prace je napsana v ¢eském jazyce, coZ je dnes u diserta¢ni prace v tomto oboru skoro
vyjimka. Bohuzel se zd4, ze autorka Ceské versi své prace vénovala mén¢ pozornosti, nez
bezpochyby vénuje svym anglickym rukopistim. V préci je fada gramatickych chyb, vetné
opakované chyby v nazvu fakulty Karlova uceni (napf. na str.42) nebo nazvu naseho statu
(str. 11), a také chyb v ¢eském skloniovani a shodé podmétu s piisudkem. Chyby jsou obcas
(jako na str. 34 a 42) nahromadény tak, Ze to uz ztézuje porozuméni textu. V ¢eském
chemickém textu by se nemély objevovat terminy jako ,,treonin‘ (str. 20 a jinde) nebo
»etanol® (opét nepovedena str. 42). Nervovy systém neni ,,sympateticky* (str. 34 dole). Text
je v fadé tisekd redundantni: autorka pouziva identické formulace v riznych oddilech prace,
coz ve &tenafi vyvolava nepietrzity pocit deja vu: celé pasaze z Uvodu jsou znovu, skoro
doslova opakovany v souhrnech jednotlivych praci v kapitole 5. V praci je uveden uzite¢ny
seznam zkratek, ale pfesto by bylo dobré vzdy pii prvnim pouziti zkratky ji vysvétlit.

Ptes tyto formélni vyhrady a stiznosti je prace kolegyné Rezabkové dalsi ukazkou
toho, jak se v Obsilove laboratoii kombinaci fady biofyzikalnich metod a $pi¢kové strukturni
biologie fesi slozité problémy interakce proteint fady 14-3-3 s regulacnimi proteiny RGS a
transducinem. Jde o nesmirné Zivou problematiku, na které pracuje fada tymu z prestiznich
svétovych pracovist: tim spis je nutno ocenit schopnost disertantky v této konkurenci na tak

vysoké urovni obstat.

Jako podklad pro diskusi bych disertantce rad polozil nasledujici otazky:

1/ je opravdu piekvapive, ze pti tom, jak dlouho jsou proteiny 14-3-3 a jejich
interak¢éni partneti zndmi a jak velké Usili je do jejch studia vé€novéno, existuje tak omezeny
soubor struktur komplexti téchto proteint s ligandy, at’ uz pomoci rentgenové difrakce nebo
NMR. Proteiny 14-3-3 pfitom nejsou membranové a lze je ziejmé relativné snadno piipravit
v E. coli. Cim si to disertantka vysvétluje?

2/ Je zajimavé, ze fosducin interaguje s 26S podjednotkou proteasomu. Je zndmo,

jestli je tento protein ubikvitylovan? Je znama jeho E3 ligasa? A jak je to s proteiny RGS?



3/ Protein 14-3-3 je dimer. Autorka uvadi, Ze isoforma sigma tohoto proteinu je
Vv roztoku pfitomna ve form¢ monomeru. Jakou roli tyto monomery hraji ? Nemohou mit jiné

interak¢ni partnery nez jim odpovidajici dimerni proteiny?
Na zavér s potéienim konstatuji, ze piedlozena disertadni prace Lenky Rezabkové je

vynikajici 1 podle nejpiisnéjSich mezinarodnich métitek, zcela napliuje pozadavky

ptislusnych zakonnych ustanoveni a proto ji bez vyhrad doporucuji k obhajobé.
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