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Lenka Koudelkova se ve své diplomové praci zabyva roli tyrosinu 90 v SH3 doméné
proteinu Src. Jde o velmi duleZity a intenzivné studovany protein. Pro svoji roli v nadorové
transformaci ale i regulaci fyziologicky dllezitych funkci, jako je bunééna proliferace,
diferenciace nebo migrace, se po léta tési velkému zdjmu védecké komunity. Studium jeho
regulace se pak stava zdrojem novych poznatkl nejen o této kinaze ale i o velmi dllezitych
procesech, které reguluje.

V Uvodu své prace Lenka Koudelkova podava velmi zdafily a vyCerpdvajici prehled
literatury zaméreny zejména na vztahy mezi strukturou a regulaci kinaz rodiny Src. Svédci jak
o autorciné zajmu tak i o vyborné oritentaci v problematice a detailnim pochopeni
molekuldrni struktury a regulace této rodiny kindz. Autorka zde vychazi velkého souboru
plavodnich i pfehlednych ¢lank, které jsou vSechny fadné citovany. Jedinym relativné malo
vyznamnym nedostatkem této Casti prace je absence detailnéjsich obrazkd, které by na
Urovni aminokyselin zobrazovaly popisované strukturni vztahy. Ctenafi by to znaéné
usnadnilo pochopeni jinak velmi pfehledného textu.

Metodicka ¢ast je velmi dikladné a podrobné zpracovana a svédc¢i o autorciné
rozsahlé metodické vybavenosti.

Vysledkova cast se vénuje konkrétnim experimentlim s cilem objasnit roli fosforylace
tyrosinu 90 v SH3 doméné Src a to zejména pokud jde o regulaci katalytické aktivity,
schopnost fosforylovat substraty a ovliviiovat fyziologii kvasinkovych i sav¢ich bunék. Pro
tyto Ucely autorka pfipravila konstrukty umoziujicich expresi Src s mutaci vedouci k
fosfomimikujici zaméné tyrosinu 90 za kyselinu glutamovou v kvasinkovych i savéich
bunkach. Ty byly dopInény sérii kontrolnich konstruktl, kddujicich rdzné dalsi mutantni
varianty Src. Na zakladé méreni rlstovych krivek a analyzy fosforylace aktivacni smycky Src
autorka pomérné presvédcivé ukazala, Zze v kvasinkovych bunkach fosfomimikujici mutace
tyrosinu 90 vede ke zvySeni aktivity této kindzy. Experimenty v savéich burikach se pak
zameérily zejména na vliv mutace Y90E na fosforylaci vybranych substratd Src a na bunécnou
migraci, na které tato mutace neméla pozorovatelny vliv. V dalSich experimentech pak
autorka velmi presvédcivé ukazala, Ze fosfomimikujici mutace tyrosinu 90 vede ke zvyseni
transformacniho potencialu Src. Celkové je vysledkova ¢ast prace velmi prehledna a
jednotlivé experimenty jsou vhodné zasazeny do kontextu a spravné interpretovany.

Diskuse je velmi vyvazena a Uplna. Stejné jako literarni ivod svédéi o velmi dobré
orientaci v feSené problematice.



Po jazykové strance je prace téz velmi zdafila s minimem chyb a preklep( s jedinou
vyjimkou nespravného pouzivani tvarll zajmena ,jenz“ na mnoha mistech v textu.

Zavérem lze fici, Zze autorka prokazala zvladnuti obsahlého repertoaru molekularné
biologickych i biochemickych metod, jakoz i schopnost prace s védeckou literaturou a
teoretické i praktické zvladnuti zpracované problematiky. Prace jednoznacné spliuje
pozadavky na diplomovou praci a doporucuiji ji k pfijeti.

Dotazy do diskuse:

1. Jak ukazuje nékolik obrazk( v této praci, Src transfekovany do kvasinek migruje pfi SDS
elektroforéze jako série nékolika prouzkd. Vite, co by mohlo byt pfi¢inou tohoto jevu?
2. Jaka frakce c-Src je v kvasinkach nebo i v savéich bunkach fosforylovana na tyrosinu 90?
3. Mate néjaké vysvétleni pro zvySenou aktivitu a snizené mnozstvi Src 527F pfi koexpresi
s Csk v kvasinkach?
4. Ponékud prekvapivé bylo pozorovani nulového transformacniho potencidlu Src90F.
V diskusi to vysvétlujete sniZzenou aktivitou této formy Src. Néktra vase data
(fosforylace aktivaéni smycky) jsou viak v rozporu s timto zavérem. Neni mozné jesté
néjaké alternativni vysvétleni? Je napt. néco zndmo o schopnosti Src90F vazat STAT3?
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