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Zuzana Gerndtova se ve své diplomové praci zabyva roli tyrosinu 90 v SH3 doméné
proteinu Src. Pfestoze onkogenni forma tohoto proteinu byla viibec prvnim popsanym
onkogenem a od té ji byly vénovény jiz tisice publikaci, stale se t&§i velkému z4jmu védecké
komunity a studium jeho variant s riiznym onkogennim potencidlem je velmi uzite¢nym
nastrojem vyzkumu regulace aktivity kinas rodiny Src i nddorové transformace jako takové.

V tivodu své prace Zuzana Gerndtova podava velmi kvalitni a vy&erpavajici prehled
literatury zaméfeny zejména na regulaci a konformacni stavy PTK rodiny Sre, ktery slouzi
jako velmi dobré vychodisko pro experimentalni &ast predkladané prace. Ve vysledkové &asti
se pak vénuje konkrétnim experimentiim, s cilem objasnit funkei tyrosinu 90 v SH3 doméng
Src a to zejména pokud jde o regulaci kinasové aktivity, interakci se substraty a transformaéni
potencial. Pro tyto G¢ely bylo potfeba pripravit mnoZzstvi konstruktii umoziujicich expresi
riznych variant Src v kvasinkach i sav&ich buiikach a takto vznikla sbirka bude jisté trvale
uzite¢nym nastrojem pro mnoho dalsich studii v laboratofi bunééné a molekularni biologie.
Kromé toho se Zuzana Gerndtova vénovala i studiu aktivity a onkogenniho potencialu t&chto
variant Src. Velmi presvédCive ukézala, Ze v kvasinkovych butikach zdména tyrosinu 90 za
glutamovou kyselinu, napodobujici jeho fosforylaci, vede ke zvyseni fosforylace aktivaéniho
segmentu Src a tudiz pravdépodobné i ke zvySeni enzymové aktivity. Na druhé strané studie
transformacniho potencialu a signalizagnich schopnosti t&chto proteind v savéich buiikach
trpéla fadou technickych problému a dosazené vysledky jsou mnohdy obtizné
interpretovatelné. Nicméng, myslim si, Ze i presto prace pfinasi ndkolik novych dilezitych
poznatki o zpisobu regulace proteinu Src prostfednictvim tyrosinu 90 v jeho SH3 doméné a
jisté bude slouzit jako kvalitni zéklad pro dalsi badatelské usili.

Svym metodickym zabérem je prace pomérné rozsahla a prokéazala zvladnuti fady
molekularné biologickych i biochemickych metod jakoZ i schopnost prace s védeckou
literaturou vcetné jeji kritické analyzy a schopnosti vyzdvihnout dileZita fakta. Zaroven
ocefuji i velmi rozumnou interpretaci dosazenych vysledkd v rdmci limitaci pouZitych metod.

Jako takova price spliiuje pozadavky na diplomovou praci a doporuéuji ji
k prijeti.

Zavérem jeste n€kolik dotazli do diskuse:
1. Nastr. 77 pisete, Ze pii expresi Src v kvasinkach neni kinasova aktivita ovlivnéna

vazbou interak¢nich partnerd. Nicméné pii expresi Src v téchto buiikach &asto dochazi
ke zvySeni tyrosinové fosforylace mnoha proteind, z nich nékteré by mohly potencialng



slouZit jako interakéni partnefi pro SH2 doménu Sre, byt’ zcela arteficielni, a spoustst
rizné zpétnovazebné reguladni smycky. Je vase tvrzeni podlozeno experimentalnimi
daty?

2. Inhibi¢ni Tyr527 maze byt v kvasinkdch autofosforylovan a mize tak ovliviiovat
aktivitu Src v téchto buiikach. Svédei pro to i zvysena fosforylace aktivaéni smycky u
vSech konstrukti, do kterych byla zavedena mutace inhibi¢niho tyrosinu. Pokousela jste
se o detekci fosforylace Tyr527 ve vasich konstruktech? Je moZné e mutace Tyr90 vede
specificky ke zméné schopnosti Src autofosforylovat inhibi¢ni tyrosin? Po mutaci
Tyr527 se jeji vliv uZ neprojevil.

3. v-Srca v-SrcY527F by si mély byt funkéné velmi podobné. Jaky je podle vaseho nazoru
diivod proc€ se chovaji v n&kterych testech tak diametralng odligné (napf. zivotaschopnost
kvasinek, tyrosinova fosforylace)

4. 'V praci uvadite, ze PTK Src se mizZe nachéazet v nékolika riznych konformac¢nich
stavech s riznou aktivitou. Tykaji se tyto konformaéni zmény i kinasové domény, nebo
sniZena aktivita nékterych pfechodnych stavii je zptisobena pouze zvySenim
provdépodobnosti zaujeti inaktivni konformace?

5. Pro¢ nebyla analyzovéna fosforylace Y418 u v-Src pfi expresi v kvasinkach, kdyz §lo o
jediny protein, ktery v téchto buiikach fosforyloval substraty a ovliviioval jejich
Zivotaschopnost? Bylo by zajimavé vid&t o co v&tsi musi byt fosforylace aktivaéni
smycky pro dosazeni téchto efektl. Zaroveti by tento vysledek i pomohl ovéfit tvrzeni,
Ze fosforylace aktiva¢niho segmentu skute¢né koreluje s aktivitou vasich konstrukti.

V Praze 19.9.2008 Tomas Brdicka



