Oponentsky posudek na disertac¢ni praci Mgr. Lenky Koudelkové

“Strukturni a regula¢ni aspekty aktivace kinazy Src*

Mgr. Lenka Koudelkova vypracovala predkladanou dizertaci v Oddéleni bunééné biologie
BIOCEV pod vedenim doc. Jana Bradbka a doc. Daniela Rosela. Tato prace je novym
ptispévkem k dlouhodobé studovanym tématim bunécné adheze a migrace jejichZ pojitkem je
aktivace integrinové signalizace a fokalnich adhezi. Recentné je tato problematika v oddéleni
doc. Brabka dovedena az k mechanopercepci a mechanotransdukci prostfednictvim p130Cas.
Ve vSech shora uvedenych procesech je klicova role tyrozinkindzy Src, jejiz aktivace a s ni
spojena strukturni rekonformace jsou do detailu popsany biochemicky, ale obtizné¢ se
dokumentuji na dynamickych systémech in vitro kultivovanych bun¢k nebo dokonce in vivo.
Vychodiskem jsou biosenzory zaloZené na principu FRET a nékteré substratové i konformacéni
biosenzory jiz byly konstruovany jinde. Mgr. Koudelkova vstoupila do této oblasti mimofadné
slibnym konforma¢nim FRET biosenzorem, kde donorovy fluorofor mCFP je umistén do SH2
domény a akceptorovy fluorofor mCit na C-konec molekuly Src. Tento biosenzor byl
adjustovan jako vhodny ukazatel tyrozinkinazové aktivity a odpovidajici konformace molekuly
Src. S timto nastrojem byla posléze charakterizovana mutace Glu381Gly v doméné SH3 jako
aktivacni a stejné U€inna jako klasickd mutace Y527F. Déle byla popsana fosforylace Y90 jako
aktivacni a znemoznujici interakci SH3 domény s CD linkerem. Src FRET senzor rovnéz
prokazal, Ze nékteré nizkomolekularni inhibitory Src stabilizuji otevienou konformaci, takze
pfi inhibici kindzové aktivity molekula Src plisobi jako dominantné negativni regulator.
Kone¢né, analyza dynamiky FRET ve fokalnich adhezich kultivovanych bunék prokazala
aktivaci Src pfi vzniku adhezi, vysokou uroven kinadzové aktivity béhem jejich trvani a
inaktivaci s rozpadem fokalnich adhezi.

PtedloZena dizertace je solidnim fundamentem pro dalsi vyzkum a opiré se o data publikovana
ve zdafilém sdé€leni v ¢asopisu Cell Chemical Biology (Mgr. Koudelkova na sdileném prvnim
miste), které bylo ptijato odbornou komunitou a je v soucasnosti jiz citovano. Data o aktivacnim
vyznamu fosforylace Y90 jsou piipravena ke zvefejnéni. V souhrnu lze konstatovat, ze
disertace pfinasi velmi originalni a zavazné vysledky, které mohou byt rozvijeny v navazujicich
projektech. Mgr. Koudelkova piikladné vyuZila zdzemi zavedené laboratofe a dovedla svéfenou
problematiku na kvalitativné vyssi aroven.

K vysledkiim dizertace (popsanym v ptilozenych ¢lancich) mam nékolik dotazli dopliujiciho
razu:

Jaka je orientace obou fluoroforii v molekule SrcFRET? Podle obrazku 1B Vv prvni prilozené
publikaci soudim, Ze jejich dipolové momenty sviraji V uzaviené konformaci pomérné ostry
uhel. Lze vyloucit, Ze mutace zavadéné do riznych miSt molekuly mohou (i pres flexibilni
linkery) tento uhel zménit a ovlivnit tak ucinnost FRET bez vztahu ke konformaci aktivniho
mista a ke kindzové aktivite?

Dynamika fosforylace p130Cas po mechanické stimulaci (obr. 4 BC v prvni prilozené
publikaci) vykazuje v casovych intervalech jen velmi malé rozdily, které navic patrné nebyly
srovnavany (nebo nejsou signifikantni) parove v merenich jdoucich za sebou. Je mozné takto



odvozovat uvahu o dvoufazové fosforylaci p130Cas? Jak by takova dvoufizova dynamika
méla fungovat na molekuldrni urovni?

Relativni fluorescence biosenzoru s aktivovanym Src (mutact Y527F) ma jiny priibéh
V obrdzku 2B (Src-FRETS527F) a obrdzku 34 (527F). Jedna se o stejné konstrukty? Cim si
vysvetlujete mensi pokles FRET v pripadé obr. 34?

Nalez vysoké kindzové aktivity a schopnosti podporovat invazivitu bunék u substituce Y9OE si
protiFeci s nizkou fosforylaci substratii spojovanych s fokadlni adhezi a integrinovou
signalizaci. Mdte nové nalezy vysvétlujici tento rozpor?

Pro hodnocent onkogeni aktivity mutace Y9OE by bylo zajimavé vioZit ji do genu v-Src
V kontextu viru Rousova sarkomu a sledovat incidenci a progresi sarkomii in vivo. Planujete
podobny typ experimentu?

Pokuste se posoudit, zda by bylo zajimavé a proveditelné nahradit celularni gen src vasim
biosenzorem FRET metodami genevého editovani. Mélo by smysl sledovat napr. aktivaci
kinazy produkované z endogenniho promotoru p¥i fyziologické expresi proteinu Src?

Vlastni dizerta¢ni spis je vypracovan ve zkracené formé, tj. kombinaci tvodu a souhrnné
diskuze v &eském jazyce a vysledkia/metod ptiloZenych jako rukopisy publikaci. Uvod do
problematiky je kompletnim zdrojem informaci o stuktuie a alternativnich konformacich
kinadzy Src a o dosavadnich pfistupech k monitoringu kindzové aktivity biosenzory na bazi
FRET. Piijemné¢ se Cte a je vidét, Ze autorka ma jiz zkuSenost s odbornym stylem. Neshledavam
vynechdni Zadného dilezitého zdroje, myslim ale, Ze pochopeni strukturnich interakci by
napomohlo vice detailnich obrazku, které mohly byt snadno pfevzaty a upraveny z citovanych
praci. Diskuse je rovné€z dobfe uspofddand, jde nad ramec diskuse v obou pfiloZenych
rukopisech a vytknul bych pouze chybéjici vyhled budouciho zaméteni vyzkumu. Vysledky a
metody bych radé&ji vidél v extenzivni podobé: odpadly by duplicity vyplyvyjici z ptekryvu
obou publikaci, bylo by mozZné uspotadat vysledky piehlednéji a graficky jednotné a zejména
by bylo mozné popsat podrobn&ji metody, napt vysvétlit vybér a charakter pouzitych
bunécnych linii. V textu disertace jsem rovnéz narazil na n¢kolik drobnych nepiesnosti, napf.
CD linker je na str. 11 (7. fadek odspodu) popsan jako 14-aminokyselinovy peptid, ackoli se
jedna o aminokyseliny 246-266. Z nazvoslovného hlediska bych rovnéz sjednotil psani kyselina
myristylovd/myristylace, vs. kyselina myristoylovd/myristoylace. Podobné u kyseliny
palmitoveé.

Ackoli jsem uvedl n¢kolik drobnych vytek k disertacnimu spisu (nikoli k vlastnim vysledkim)
moje celkové hodnoceni je velmi pozitivni: problematika je velmi aktudlni a zdvazna, objem
prace je vice nez dostatecny, zaveéry z vysledki jsou spravné a kriticky formulované. Piihlizim
rovnéz k tomu, ze nékteré vysledky byly jiz publikovany. V souhrnu Konstatuji ze disertace
Mgr. Koudelkové spliiuje pozadavky kladené na tento typ praci na Prirodovédecké fakulte¢ UK
a doporucuji jeji kladné pfijeti jako podkladu pro udéleni doktorského titulu.
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