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Oponentsky posudek na disertacni préci

Vliv strukturnich motivid na lokalizaci proteinl plazmatické membrany T lymfocytl

V predloZené disertacni praci se Daniela Glatzovd zabyvad studiem membranové lokalizace
signalizanich molekul, které maji klicovou roli v T-bunécné signalizaci. Prace je vypracovana jako
souhrn ¢tyf publikaci, na nichz méla autorka zjevné vyznamny autorsky podil, ktery je v disertaci
prehledné a srozumitelné uveden. Daniela si v praci kladla za cile:

(i) prozkoumat vliv transmembranové domény na lokalizaci adaptorovych protein( LAT, PAG a NTAL
(i) objasnit roly konzervovanych glycin( a prolinli v transmembranové doméné LAT

(iii) prozkoumat membranovou distribuci CD4 proteinu na povrchu T bunék

(iv) vyvinout pokrocily algoritmus pro studium distribuce membranovych proteint pomoci SOFI analyzy

Disertaéni prace byla vypracovdna na Ustavu fyzikalni chemie, AV CR pod vedenim Dr. Marka
Cebecauera.

Prace je obsahové velmi dobfe koncipovanda a vypracovand v obvyklém ¢lenéni (Uvod, metody, cile
prace, vysledky a diskuse, zavér a literarni odkazy, na které navazuji jako pfilohy originaly v plném
znéni). V Uvodu se autorka zaméfuje na popis signalizace T-bunécného receptoru a funkéné-
mechanisticky vyznam koreceptord a adaptorovych protein(l. Dliraz je kladen na ¢asové a prostorové
souvislosti membranové distribuce téchto signalizacnich molekul a vliv strukturnich motiv( a
posttranslacnich modifikacich na jejich transport a membranovou lokalizaci. Sou¢asné poznatky o
uvedené problematice jsou v Gvodu vhodné shrnuty a propojeny, coz svédci o autorciné velmi dobré
orientaci v komplexni problematice. Nicméné se domnivam, Ze tato ¢ast by si zaslouzila vic neZ jeden
obrazek.

V kapitole vysledky a diskuse autorka shrnuje a interpretuje ¢tyfi vybrané publikace. Prvni prace se
zabyva studiem determinantd, které ovliviiuji transport dlezZitych transmembranovych adaptorovych
proteind LAT, PAG a NTAL na plasmatickou membranu. Autofi zjistili, Ze palmitoylace, délka a
hydrofobicita transmembranového segmentu jsou klicové pro transport uvedenych proteinli na
plasmatickou membranu a predstavuji tak prerekvizitu pro jejich spravnou funkci.

Dalsi publikace, na které Daniela figuruje jako prvni autor, je zaméfrena na studium konzervovanych
prolinG a glycind v transmembranovém segmentu proteinu LAT. V praci je velmi dobfe popsana role
centralniho prolinu, ktery zpUsobuje distorzi geometrie transmembranového helixu. Prace dale
popisuje vliv téchto konzervovanych aminokyselin na funkci a membranovou lokalizaci proteinu LAT.



Clanek publikovan v Nature Communications, na kterém je Daniela také uvedena jako spoluautorka,
adresuje velmi komplexni a dulezZity problém kvantifikace klastrG membranovych proteinl. Tato
originalni a automatickd metoda je zaloZena na kombinaci TIRF mikroskopie a super-resolucni opticko-
fluktuacni analyzy (SOFI). Robustnost metody je validovdna na pfikladu distribuce CD4 proteinu na
povrchu T lymfocytll. Uvedend metoda vykazuje oproti dosavadnim SMLM metodam celou fadu vyhod,
napriklad moznost analyzy v husté populovanych regionech nebo nezdvislost na lokalizaci jednotlivych
molekul. Uvedend metoda ptindsi Cerstvy vanek do oboru kvantitativni mikroskopie a jsem
presvédcen, Ze z ni bude benefitovat Siroka védeckd komunita.

Posledni prace, kterd je v disertaci uvedena jako preprint v bioRxiv, predstavuje novy pokrocily
algoritmus pro mapovani topografie membranovych proteinli na nanometrové uUrovni. Metoda
kombinuje povrchy pokryté glycinem, které zachovavaji morfologii membrany, s dTRABI algoritmem.
Autofi v praci adresuji dlouholety problém nahlizeni na plasmatickou membranu jako rovinu. Ve
skute¢nosti ma plasmatickd membrana velmi komplexni trojrozmérnou morfologii, kterd obsahuje
celou radu vychlipenin, mikrovilii a riznych invaginaci. A praveé tato prace predstavuje prilom ve studiu
distribuce membranovych proteinl v takto komplexnim prostredi.

Ackoliv disertacni prace prinasi velké mnozstvi novych a velmi kvalitnich poznatk(, problematickym
mistem prace jsou formalni Upravy. Disertaéni prace je psana v anglickém jazyce s minoritnim vyskytem
gramatickych chyb, které neztézuji pochopeni textu. V préci ale chybi Cisla strdnek a seznam zkratek.
Obrazky €. 1, 3 a 4 jsou vlozeny do textu tak, Ze narusuji formatovani a prehlednost textu. Legendy
k tétmto obrazkim nejsou spojeny s obrazky, ale nachazeji se o nékolik fadkd dal. Vzhledem na
komplexnost studované problematiky je v praci nezvykle maly pocet obrazkl, celkové jenom 4.
Autorka mohla formdlnim Upravam vénovat vétsi Usili a zaméfit se také na grafickou stranku, ¢imz by
ulehdila orientaci v komplexni problematice.

Napfi¢ uvedenym nedostatkim na formalini Urovni, autorka v praci jasné prokazala, Ze si velmi dobfe
osvojila celou skalu modernich experimentalnich technik, pomoci kterych ziskala Fadu kvalitnich
vysledkq, které byly publikovany v kvalitnich oborovych ¢asopisech. Cile prace, které si Daniela v ivodu
kladla, byly jednoznacné splnény. Autorka ve své praci potvrzuje schopnost racionalné experimenty
analyzovat a sttizlivé zhodnotit jejich vysledky. Pfedkladana disertacni prace svédci o autorciné velkém
pracovnim usili a odhodlaném védeckém nasazeni. Praci povaZuji ji za velmi dobry, uceleny a vécné
sevieny pfispévek, ktery jednoznacné rozsifuje sou¢asnou Uroven poznani v oblasti studia lokalizace
proteind.

Na zavér s potésenim konstatuji, Ze pfedloZena disertacni prace Daniely Glatzové zcela napliuje
pozadavky pfislusnych zakonnych ustanoveni, a proto ji doporucuji k obhajobé.

Jako podklad pro diskusi bych autorce rad poloZil nasledujici otazky:

1. Chimérni protein CD4-LAT, ve kterém byla extraceluldrni doména CD4 proteinu fuzovana s LAT
proteinem a jeho mutantnimi formami, byl pouzZit na demonstraci toho, Ze glykosylovana
extracelularni doména je dileZitou determinantou, ktera ovliviiuje lokalizaci transmembranového
proteinu na plasmatické membrané. Rad bych se zeptal, jestli byla soucasti konstruktd nativni signalni
sekvence proteinu CD4. Pokud ano, neni lokalizace proteinli v experimentu determinovana spise
signalni sekvenci CD4 nez glykosylovanou extracelularni doménou. Pokud signalni sekvence nebyla
soucasti uvedenych konstruktd, jak si vysvétlujete fakt, Zze CD4 bez signalni sekvence a s mutovanym
motivem pro palmitoylace vykazoval standardni lokalizaci na povrchu buriky?



2. Simulace molekulové dynamiky odhalila, Ze centralni prolin P17 je zodpovédny za distorzi geometrie
transmembranového helixu proteinu LAT. V simulaci dale substituce tohoto prolinu za alanin zpUsobila
,harovnani“ transmembranového helixu. Na rozdil od in silico analyz, v in vitro experimentech nebyl
pro uvedenou substituci pozorovan zadny vliv na lokalizaci, signalizaci a membrdnovou organizaci
proteinu LAT. Jak si vysvétlujete diskrepanci, Ze prolin je na jedné strané vysoce konzervovdn a na
druhé strané jeho substituce za alanin nevykazuje zadné zmény fenotypu?

V uvedenych experimentech byly LAT deficientni Jurkat burky transientné transfekovany plasmidem
pro mutantni LAT P17A. Pfedpoklddam, Ze hladina exprese u transientné transfekovanych bunék je
daleko vyssi nez hladina exprese endogenniho LAT v T lymfocytech. MlZe mit vysoka hladina exprese
mutantniho LAT vliv na absenci zmény fenotypu?

3. Jakd je vase hypotéza o strukturné-mechanistickém vyznamu ohybu, ktery byl pozorovan v
transmembranovém helixu proteinu LAT?

4.V disertacni praci je popsana nova metoda pro kvantifikaci klastrd membranovych protein(, ktera
je zalozena na kombinaci TIRF mikroskopie a super-resoluc¢ni opticko-fluktuaéni analyzy (SOFI). Mze
byt tato metoda poutzita pro uréeni absolutniho poctu studovanych molekul ve vybraném klastru?
Jaké jsou podobnosti této metody s metodu Number&Brightness, ktera je zalozena na fluorescencni
korelaéni spektroskopii?

V Praze 30. 8. 2021 Daniel Rozbesky



