Posudek oponenta na diserta¢ni praci Mgr. Miroslavy Kacifové ,,Mechanismus regulace funkce

fosducinu‘

Predkladana prace se zabyva studiem struktury a funkce proteinu fosducinu, ktery ve
fotoreceptorech interaguje s G-proteinem transducinem a reguluje citlivost na svétlo, ale
predpokladaji se u n¢j i dalsi funkce, naptiklad pti regulaci krevniho tlaku. Vzhledem k tomu, ze
krystalova struktura fosducinu byla dosud popsana jen v komplexech s g a y podjednotkami G-
proteinu transducinu, jsou hlavnimi cili predkladané prace charakteristiky struktury volného
fosducinu, jeho ¢asti, role fosforylace a struktura fosducinu v komplexu s regula¢nim proteinem
14-3-3. Disertacni prace je napsana ¢esky v plné form¢. Shrnuje vysledky tii primarnich publikaci
autorky (2 publikované, 1 podana), které jsou piilozeny. Text prace je napsan piehledné ve
standardnim uspotadani véetn¢ abstraktu v ¢eském a anglickém jazyce a seznamu zkratek.
Literarni piehled zac¢ina obecnymi kapitolami o neuspofadanych proteinech a fuzzy komplexech a
pokracuje kapitolami o struktute, fyziologické funkci fosducinu a struktute 14-3-3 proteinu.

Cile préace jsou stanoveny stru¢né a jasné.

V praci je pouzita cela fada experimentalnich postupti a metod z biochemie, fyzikalni chemie a
biofyziky, které jsou v kapitole Metody uvedeny jen stru¢né jako popisy. Vzhledem k tomu, Ze
autorka navazuje tématicky na svou diplomovou praci, odkazuje se na ni v podrobnostech
nékterych metod. Hlavni ¢ast teoretického vysvétleni pouzitych metod je presunuta do ptilohy na
konci prace. Metody jsou na velmi vysoké trovni a ¢ast experimentii byla provadéna na
spolupracujicich specializovanych pracovistich.

Kapitola Vysledky je rozdélena do tii ¢asti. V prvni jsou uvedeny vysledky exprese, purifikace a
zakladni elektroforetické charakterizace proteind, véetné variant s bodovymi mutacemi a
izotopovymi zaménami. Ve druhé ¢asti vysledkt jsou postupné uvedeny experimenty slouzici

k zptesnéni molekularni struktury fosducinu, provedené pomoci fady pokroc¢ilych metod. Ve tieti
Casti jsou studovany zmény struktury fosducinu pfi fosforylaci a vazbé na 14-3-3 protein jesté
bohats$im spektrem metod. Diskuse a Zavér jsou stru¢né, zadané cile prace byly splnény. Seznam
pouzité literatury obsahuje uctyhodnych 267 citaci.

Prace je doplnéna v ptilohach tiemi piivodnimi pracemi a jednim pfehlednym ¢lankem autorky
véetné doplnujicich informaci a uvedeni podilu autorky na vysledcich.

Zvlastni priloha Teoretické zaklady k pouzitym metodam velmi podrobné objasiiuje principy
pouzitych metod. Popis fady fyzikaln¢ chemickych metod je natolik podrobny, ze mohl by slouzit
jako vyukovy material.

Cela prace je napsana srozumiteln¢ a S minimem pieklepti a neptesnosti a bez pfiloh ma 122 stran.

Ptiloha Teoretické zaklady k pouzitym metoddm ma dalsich 41 stran.



O kvalité, experimentalni Grovni a aktualnosti dosazenych vysledkii neni mozné pochybovat i
vzhledem k tomu, ze dvé publikace, které obsahuji vétSinu vysledki prace Gispé$né prosly
recenznim fizenim v mezinarodnich védeckych ¢asopisech.

Autorka prokazala schopnost samostatné tvirci védecké prace. Proto doporucuji praci k obhajobé

a doporucuji, aby byl uchazecce udélen titul PhD.
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Otazky:

Pti studiu limitované proteolyzy ukazujete stépy jen z N-koncové domény fosducinu, C-koncova

doména se nestépila, nebo tam nebyly pozorovany zmény po vazbé 14-3-3 proteinu?

Pti vizualizaci vysledki limitované proteolyzy chymotrypsinem na gelové elektroforéze se ukazuje,
ze fosforylovany fosducin se §tépi na jiné fragmenty a pravdépodobné i rychleji nez

nefosforylovany fosducin. Cim si vysvétlujete rozdil mezi §tépenim trypsinem a chymotrypsinem?

Jak vysvétlujete interakci N a C konce fosducinu po fosforylaci, kdyz mezi obéma ¢astmi proteinu
musi existovat elektrické odpudivé sily jesté posilené fosforylaci (C konec fosducinu ma celkem

19 zapornych naboju a fosfatové skupiny jsou také zaporné nabité)?



