Oponentsky posudek

Cilem diserta¢ni prace RNDr. Vladimira Rudajeva ,,Receptory spfazené s trimérnimi G
proteiny v membranovych doménach®, bylo nalézt vhodné podminky pro izolaci
membranovych rafti ve vztahu s mirou zachovani funkce v nich lokalizovanych trimérnich
G proteinti. Dal§im tkolem bylo stanovit jaky podil riznych typtt G proteini a s nimi
sptfazenych receptori je lokalizovan v raftech a ukazat piipadné zmény po dlouhodobém
hormonalnim ptsobeni. Studie byly provedeny na bunécné liniit HEK293 exprimujici lidsky
prostacyklinovy receptor a na potkani bunécéné linii VTGP exprimujici thyreotropin releasing
hormon. Dale bylo cilem zjistit, zda s rafty asociuji také GABAp receptor spolu s -
adrenergnimi receptory na kortexu telencefalonu potkana. Studie ukézala, Ze rafty, izolované
jako detergent rezistentni domény lze izolovat pouze pomoci tritonu X-100, ostatni pouzité
metody byly z tohoto hlediska neucinné, i kdyz Setrnéjsi pro zachovani funkénich vlastnosti
sledovanych proteind, které detergent prakticky potladil. Déle se ukazalo, ze sledované
receptory se v doménach vyskytuji jen ve stopovych mnozstvich kromé¢ GABAg receptoru,
ktery na kortexu telencefalonu exprimovan v raftech je. Naopak byla v raftech potvrzena
podstatna ptitomnost G-proteinu sprazenych se sledovanymi receptory, které po stimulaci
hormonem ubyvaly, zatimco celkova koncentrace ptislusnych receptorti se nemeénila.

Vysledky jsou prezentovany v obsdhlém textu disertacni prace. Z literarniho tivodu,
ktery je dokumentovan velkym poctem citovanych praci vyplyva, Ze autor diikladné pronikl
do sledované problematiky a svoje vysledky se snazil zapojit do kontextu s dosavadnimi
znalostmi tykajicimi se velmi slibné a zajimavé problematiky v oblasti vyzkumu membran
v souvislosti s funkci a komunikaci jednotlivych proteinli v signalnich kaskadach, ve kterych
se uplatiuyji trimérni G proteiny. V praci byla vhodné pouZita celd fada naroCnych a
aktualnich metodik, coZ svéd¢i o velmi dobré trovni Skoliciho pracovisté. Vysledky byly
zatim publikovany ve ¢tyfech publikacich, paté je odeslana do tisku. U dvou publikaci je dr.
Rudajev prvnim autorem.

Pres dukladnost predkladané prace je nesporné, ze nékolikaleté Usili a pracovni
nasazeni zatim nepfineslo vhodny metodicky postup, pomoci kterého by bylo mozné izolovat
membranové domény s funkénimi G proteiny, a tak sledovat jejich interakce s ostatnimi
komponentami signélni kaskady. Splnéni tohoto poZadavku, a tak hlavni ztroceni celé prace

lze ocekavat po dalSich experimentech.



Maém nékolik formalnich ptipominek a dotazii:

1.
2.

Fig. 15 v manuskriptu zaslaném do tisku je vlozen obracen¢.

Jak v autoreferatu, tak vtextu disertace autor piSe zasadné prosthacyklin,
prosthanoidy, 1 piesto, Ze nazvy jsou odvozené od kyseliny prostanové a v ptilozenych
publikacich je piSe spravné.

U manuskriptu, kde je deklarovano, ze je poslan do tisku by mélo byt napsano do
kterého Casopisu

Jediny izola¢ni zplisob, kterym se podaftilo ziskat rafty oddélené od okolnich membran
byla extrakce pomoci tritonu X-100, v tomto piipadé vSak nebyly ziskany funkéni G
proteiny. Chci se proto zeptat, co autor povazuje za hlavni pfi¢inu posSkozeni? Jde o
vliv tritonu, nebo o neblahé dasledky izolace od okolni membrany, existuje predstava
dalsi strategie, napft. rekonstituce v umelé membrané?

Z toho vyplyva dalsi otazka. Z Fig. 3-6 a tab.2 je vidét, ze 0,1% triton X-100 je
k detergent rezistentnim doménam Setrnéj$i a vytézek proteinti typickych pro
detergent rezistentni domény je vétsi. Pro¢ byl pouzivan pro dalsi studie 1% triton X-

100?

Ptes drobné ptfipominky spliuje predkladanad prace pozadavky kladené na praci disertacni,

povazuji ji za velmi kvalitni.
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