Oponentsky posudek na doktorskou praci Mgr. Michala Dibuse ,,Identifikace
novych substrati kinazy PKN3 a charakterizace ulohy fosforylace v regulaci
aktivity Rho GAP proteinu“

DizertaCni prace Mgr. Michala Dibuse byla vypracovana v Laboratofi invazivity
nadorovych bunék na PFirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy pod odbornym
vedenim doc. Daniela Rosela, PhD a doc. Jana Brabka PhD. DizertaCni prace je
prezentovana ve zkracené verzi a je zaloZzena na dvou publikovanych ¢lancich.
Z hlediska autorstvi védeckych c&lanki se jedna o prvoautorskou publikaci
v International Journal of Molecular Sciences a publikaci v Journal of Cell Science,
kde je Mgr. Dibus uveden jako spoluautor. V doktorské praci je jednoznacné
definovany autortiv podil na jednotlivych publikacich. Autor také uvadi podil na
dalSich ¢tyfech publikovanych manuskriptech, které vSak nejsou v dizertaCni praci
diskutovany.

Predkladana dizertaCni prace je psana v anglickém jazyce a je rozdélena na
kapitoly Abstract/Abstrakt, Introduction, Literary review, Publications, Discussion
and Conclussions. Zavérecna c¢ast pak obsahuje seznam autorovych publikaci a
prehled literatury. Po jazykové strance je dizertaCni prace jako celek
nadstandardné zpracovana a editovana a obsahuje minimalni vyskyt preklepd,
chyb a nepfesnosti. V ojedinélych pfipadech dochazi ke stylistickym
neobratnostem a snizené srozumitelnosti, jako napf. na str. 25 véta ,Interestingly,
while only a little difference in binding affinity of full length RhoB or RhoB lacking
the C-terminal polybasic region to PKN1 and PKN2 was observed, PKN3 showed
significantly higher affinity to full length RhoB, similarly, as it was described for
interaction of PKN1 with Racl, stressing out the differences in individual PKN-Rho
GTPase interactions.” Nékteré Casti pak unikly autorové kontrole, kdy napf. na
strané 24 je uvedeno nékolik zmatecnych citaci autora Maesaki, neni vysvétleno,
co je to PIF pocket (str. 26) apod. Tyto drobné nedostatky nijak ale nesnizuji
vysokou formalni uroven prace.

Vysledkova Cast prace je nahrazena dvéma pfilozenymi manuskripty. Tézisté
dizertaCni prace pak lezi v prvni publikaci, kde byla pomoci mutované
proteinkinazy PKN3 provedena cilena fosfo-proteomicka analyza zaméfena na
identifikaci novych substratid PKN3. Pomoci této metody bylo identifikovano témér
tfista potencialnich substrati PKN3. Charakterizace vybraného substratu
ARHGAP18 potvrdila, Ze PKN3 interaguje s ARHGAP18 a fosforyluje ho na tfech
kandidatnich aminokyselinovych zbytcich. DalSi vysledky pak ukazaly zapojeni
PKN3 a ARHGAP18 do zpétnovazebné negativni smycky, kdy aktivace GTPazy
RhoA vede k sekvenéné specifické asociaci PKN3 s ARHGAP18, ARHGAP18
fosforylaci a aktivaci, a nasledné inhibici RhoA. V druhé €asti dizertaCni prace je
pak ukazan vliv fosforylace ARHGAP42 na jeho aktivaci, ktera je pravdépodobné
zpusobena rozrusenim autoinhibi¢ni konformace proteinu.

Po obsahové strance je prace pomérné stru¢na. Zhusténa forma textu pak Casto
vede k pfili§ obecnému popisu nebo zkratkovitym formulacim. Nap¥. véta uvedena
na str. 22 (...ARHGAP42 could act as a rheostat of RhoA activation in SMC as a
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result of transcriptionally mediated negative feedback loop downstream of RhoA
signaling) je bez dalSiho vysvétleni nejasna. Vysledky jsou korektné, ale opét
pomérné stroze diskutovany. Autor v nékterych pfipadech rozvadi publikované
informace bez dalSi diskuze. Toto je zfejmé v kapitole ,Potential crosstalk of PKN3
and ARHGAP18 in endothelial signaling“ (str. 80). Zde autor uvadi znamé projevy
PKN3 a ARHGAP18, které jsou nasledné shrnuty vétou ,All these findings highlight
a potential crosstalk of ARHGAP18 and PKN3 and should be considered in the
future research”. Z mého pohledu je to Skoda, protoZe by urcité bylo zajimavé
navrhnout hypoteticky model, kterym ARHGAP18 a PKN3 spolecné ovliviuji
vlastnosti endotelu.

Celkové hodnotim dizertaCni praci Mgr. Dibuse jako velmi dobrou a vySe zminéné
vytky jeji kvalitu nijak nesnizuji. PfedloZzena prace pfinasi fadu novych poznatka,
které rozvijeji feSenou problematiku a pokladaji zaklady pro budouci vyzkum.
Autorova participace na celkem Sest publikovanych manuskriptech rovnéz
demonstruji, ze autor zvladl pokrocCilé metody molekularni a bunééné biologie, a
Ze je schopen navrhnout experimentalni postup a interpretovat ziskana data.

Na zakladé kvality dizertani prace Mgr. Michala Dibuse doporucuiji, aby tato prace
byla pfijata pro fizeni o udéleni védecké hodnosti Philosophiae doctor.

V Praze 14. 5. 2021 Tomas Vomastek, PhD
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tel: (+420) 241 062 167

Vzhledem k tomu, Ze vysledky jsou prezentovany ve formé jiz oponovanych a
publikovanych manuskriptl, jsou mé dotazy k dizertaéni praci Mgr. Dibuse vice i
méneé obecné:

1. Rodina proteinkinaz PKN ma tfi ¢leny, PKN1-3. V textu jsem nenasel informaci
0 jejich podobnosti, pouze na strané 26 se uvadi ,high sequential identity of
catalytic domain®. Jak jsou si PKN kinazy podobné? Lze na zakladé sekvenéni
homologie zobecnit poznatky tykajici se PKN3 i na ostatni ¢leny této rodiny?

K tomuto tématu bych mél jesté dvé navazujici otazky: (i) Je fosforylované misto
a PKN3-vazebny segment ARHGAP18 konzervovany v sav€ich ortolozich? (ii)
Autor prokazal fosforylaci ARHGAP18 in vitro, neni ale jasné, zdali PKN3
fosforyluje ARHGAP18 za fyziologickych podminek. Bylo toto testovano, a
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pokud ano, tak jakym zpusobem? Pokud ne, jakych pFistupt by autor pouzil k
prokazani fosforylace in vivo? Byla fosforylace ARHGAP18 nékdy detekovana
ve velkych fosfo-proteomickych studiich?

. Na strané 81 prezentuje autor model zapojeni PKN3 a dvou izoforem
ARGHEF18 do regulace RhoA. Dle mého nazoru by i model zahrnujici
izoformu2 mél obsahovat PKN3, jelikoz PKN3 asociuje s RhoA-GTP. Chtél bych
autora poprosit o komentar.

Autor dale uvadi, ze ,activation 1so2 by PKN3 could contribute to the regulation
of the Rho GTPase activity in a broader cellular context.“ Nicméné tento model
bude zaviset na expresnim poméru izoforem ARHGAP18. Byl tento expresni
pomeér alespon pro nékteré bunécné linie stanoven? Mohl by autor vysvétlit, co
je minéno spojenim ,broader cellular context*?

. Jednim ze zajimavych substratd PKN3 a identifikovanych v této praci je
nukleoporin TPR, ktery je fosforylovany na tfech blizkych zbytcich (podobné
jako ARHGAP18). TPR je soucast jaderného poru a je lokalizovany na vnitfni
strané jaderné obalky. Je mozné, ze PKNS3 vstupuje do jadra a fosforyluje TPR?
Nebo se jedna o mozny artefakt spojeny se sonikaci vzorkd a in vitro kinazovou
reakci?

. Jeden zvelmi zajimavych vysledkl ukazuje vyraznou lokalizaci proteinu
ARHGAP42 ve fokalnich adhezich a na stresovych viaknech. Chtél bych autora
poprosit o komentar, zdali je znama podobna lokalizace RhoA nebo jinych
GAP/GEF regulatort RhoA.
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