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Posudek disertaéni prace Mgr. Michala Dibuse

Identifikace novych substrati kinazy PKN3 a charakterizace tilohy fosforylace v regulaci
aktivity Rho GAP proteini.

Predkladana prace je vystavéna na zakladé dvou praci publikovanych v impaktovanych ¢asopisech
opatfeném tematicko-metodickym Gvodem a zavéreénym shrnutim. Je opatfena adekvétnimi
ilustracemi a prilohami a je sepsana kvalitni a precizni védeckou anglictinou. Kromé uvedenych
dvou publikaci je kandidat spoluautorem dalSich 4 ¢lankt v ¢asopisech s impakt faktorem a
jednoho rukopisu v probihajicim recenznim fizeni. Vlastni vyzkumna ¢innost byla provedena v
Laboratofe invazivity nadorovych bunék pod vedenim doc. RNDr. Daniela Rosela, Ph.D. a doc.
RNDr. Jana Brabka, Ph.D.

Uvod poskytuje shrnuti principti vyuzitych fosfoproteomickych postupii, piehled
signalizace malymi Rho GTPazami a mechanismu jejich regulace RhoGAP proteiny, véetné role
dvou molekul Gstfednich pro tuto praci - ARHGAP18 a ARHGAP42. Dalsi podkapitola je
vénovana kinaze PKN3. Jedna se o zna¢né komplexni téma a pro ¢lovéka nezasvéceného to neni
¢teni snadné. Snad by bylo mozné nékteré detaily, zvlasté ty strukturni, vynechat i bez ztraty
informativni hodnoty textu. Na druhou stranu bych v Gvodu prace ocekaval néjakou obecnéjsi
kapitolu o invazivité¢ nadorovych bunék a roli cytoskeletu, kterd by zasadila detailni studii
ARHGAP18 a ARHGAP42 a kindzy PKN3 do Sirsiho biologického kontextu.

Dvé publikace predstavuji jadro predkladané disertace. Prvni prace (International Journal
of Molecular Sciences (IF 4.55)) popisuje identifikaci potencidlnich substrati fosforylovanych
kindzou PKN3 pomoci analog-senzitivni PNK3 mutanty a naslednou in vitro validaci fosforylace
jednoho z nich — proteinu ARHGAP18 vcetné ovéfeni fyzické interakce PKN3 a ARHGAPIS.
Publikace druha (Journal of cell science (IF 4.57)) shrnuje vysledky studie zaméfené na dalsi
protein ze skupiny RhoGAP — ARHGAP42 — jiz dfive navrzeny jako pravdépodobny substrat Src
kinazy. Nyni bylo misto fosforylace charakterizovano, demonstrovana lokalizace proteinu do
stresovych vlaken a fokalnich adhezi a prokazana jeho GAP aktivita.

Obé¢ préace jsou opatieny detailnim komentafem. Pravé tyto zasvécené komentéie nejvice
svéd¢i o odbornosti kandidata, o jeho prehledu v oboru a schopnosti logicky vrsit fakta a
argmentovat. Pfestoze neni popsan osobni podil predkladatele obou publikacich, Ize usuzovat, ze
si jmenovany ve $pi¢kové laboratofi osvojil Siroké spektrum metod. A asi nejen to. Kdybych mél
jednim slovem préci charakterizovat, pouziji slovo ,,preciznost™ nebo ,.detailnost”. Jak z pohledu
tématu prace, tak pouzitych metod vyzkumu, az po prezentaci vystupl. Prace nepopisuje novy
biologicky fenomén, ani neobjevila zazracny lék proti rakoviné, ale poskytla nékolik stripkd do
mozaiky nasi znalosti bunééné biologie. A to stiipkt dilezitych a divéryhodnych.

Piedlozenou praci hodnotim velmi pozitivné. Nemam k ni zadné zasadni pFipominky a
blahopieji predkladateli ke kvalité experimentalnich dat, i k vzaicnému daru precizné
pracovat i formulovat odborny text. PfFedkladana prace i dalsi publikacni aktivita Mgr.
Michala Dibuse svéd¢i o schopnosti samostatné védecké prace podle odstavce 4 paragrafu
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47 ZAkona o vysokych Skolach. Doporucuji proto pFijeti prace k obhajobé a po uspésném
obhajeni souhlasim s udélenim titulu Ph. D.

Rad bych kandidatovi polozil nékolik doplitujicich otazek tykajicich se piedevsim
fosfoproteomické analyzy s vyuZitim AS kindzy PKN3. Ani z origindlni publikace (mi) neni zcela
ziejmé, jak bylo s MS/MS spekitry naklddéno a jak bylo validovéno, zda se skute¢né jednd o
fosfopeptidy a jak byla stanovena presna mista fosforylace.

Fosfatova skupina je pfi fragmentaci v MS (minimaln& z¢asti) odStépena z peptidu. V praci
prezentujete seznam (kandidatnich) peptidt fosforylovanych PKN3, v&etné specifikace mista S/T
fosforylace. Na zakladé ceho byla konkrétni mista fosforylace stanovena? Byla v koliznich
spektrech dohledéna vSechna skute&né mista fosforylace, nebo se jedna pouze o predikci?

Dokézete odhadnout, jaké byla specificita afinitnfho zachytu a eluce po afinitni izolaci? Tedy jakeé
procento ze viech peptidi pozorovanych na LC-MS/MS byly skute¢né fosfopeptidy (peptidy
s uchovanou fosforylaci) a jakou &ést predstavovaly peptidy, které byly charakterizovany jako
fosfopeptidy jen na zéklad€ zadrZeni na iodacetylovych kulickach, jejich eluce a pkitomnosti
S nebo T v sekvenci?

Jaky objem dat/poget fosfopeptidd ¢i fosfoproteind byl z datasetu odecten jako pozadi na zéklad€
kontrolniho vzorku? 10%, 20% 50%?

Jak si vysvétluje tak nizky prekryv identifikovanych potencidlnich substrati PKN3 mezi vasimi
vysledky a praci Browne et. al zminénou v disertaci?

Seznam proteinii identifikovanych jako substraty PKN3 byl ziskan z celobuné¢ného lyzatu
v piitomnosti detergentu, tedy po rozbiti v&tiiny bunéénych kompartmenti. Hodnotili jste seznam

potencilnich substratli PKN3 z hlediska lokalizace dané bilkoviny, tedy zda je viibec interakce
PKN3 s danym proteinem pravdépodobnd in vivo?
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