POSUDEK NA DIPLOMOVOU PRACI

Pfedlozena diplomova price Bc. Lenky ReZ4bkovd nazvani ,,Vliv vazby 14-3-3 proteinu na
strukturu RGS domény proteinu RGS3* se zabyva vyznamnym problémem regulace G-proteinové
signalizace. RGS proteiny jsou multifunkéni signalni proteiny, které reguluji G-proteinovou
signalizace tim, Ze funguji jako tzv. GAP proteiny. RGS se pfimo vazi na aktivovanou Go-GTP
podjednotku a urychluji hydrolyzu navazaného GTP a tim ukonduji pfenos signdlu. Vzhledem
k biologickému vyznamu RGS proteinl je jejich aktivita pfisn& regulovana. Jednim ze zplsobl
regulace n€kterych RGS proteind je fosforylace a nésledné vazba 14-3-3 proteinu, ktery inhibuje GAP
aktivitu RGS. Mechanismy regulace aktivity RGS proteind jsem zatim relativn€ malo prozkoumané a
jejich objasnéni proto miize vyznamné pfispét k pochopeni funkce téchto diileZitych bilkovin.

Mezi hlavni cile price patfila pfiprava tif mutantnich verzi RGS3 proteinu obsahujici pouze jeden
“tryptofanovy zbytek, jejich fosforylace a studium strukturnich zmén RGS domény pomoci metod
Casové-rozliSené tryptofanové fluorescence.

K dosaZeni vytSenych cili musela Lenka ReZ4bkové zvladnout nejen metody molekulérni biologie a
exprese a purifikace rekombinantnich proteind, ale i biofyzikdlni techniky fluorescentni
spektroskopie. Lence ReZdbkové se podatilo viechny ti proteiny tisp&$nd pfipravit, provést jejich
fosforylaci, charakterizovat jejich interakei se 14-3-3 proteinem a nakonec realizovat fluorescenéni
méfeni. Tato méfeni ukdzala, Ze: (a) 14-3-3 protein interaguje sRGS3 prostiednictvim
fosforylovaného serinu 264, (b) vazba 14-3-3 proteinu mé&ni konformaci RGS domény v okoli
tryptofanu 424, ktery je blizko vazebného mista pro Ga podjednotku, (c) samotnd RGS doména také
interaguje se 14-3-3 proteinem. Tyto vysledky tedy ukazuji, Ze vazba 14-3-3 na fosforylovany RGS3
ovliviiuje strukturu RGS domény. To by mohlo vysvétlovat inhibici GAP aktivity.

Diplomova prace Lenky Rezébkové je formalné i jazykové na dobré Grovni s dobrou proporei mezi
teoretickou a vysledkovou &ésti, kdy vysledky a jejich diskuse zabirajf ptiblizné tfetinu z celkového
poltu 54 stran. Citované prameny jsou dostatedné a relevantni. Prace je psana velmi peclivé
s minimem pieklept. Z formalniho hlediska bych praci vytknul n&kolik neobratnych formulaci.

K praci mam néasledujici komentafe a upfestiujici dotazy:
1) Obsahuje RGS doména fosforyladni mista? Je mozné, Ze in vivo je interakce mezi 14-3-3 a
RGS doménou RGS3 fizena fosforylaci RGS domény?
2) Mate né&jaké vysvétleni pro¢ mutant RGS3 obsahujici Trp295 agregoval a mutanty s Trp391 a
Trp424 neagegovaly?
. 3). V.diskusi-na-str- 51 zmifiujete méfeni-GAP aktivity vaSich proteinii v laboratoti doc: P =~
Svobody. Mizete struén& popsat jakym zplisobem byla GAP aktivita mé&fena?

Zavérem mohu konstatovat, Ze predloZend prace Lenky ReZébkové je velmi kvalitni a zcela spliiuje
pozadavky kladené na diplomovou préci. Studentka prokédzala schopnost védecky pracovat a
prezentovat dosazené vysledky. Proto navrhuji tuto praci uznat jako praci diplomovou a hodnotit
znédmkou vyborné.
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