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Po.udek 1a diplomovou praci Radoslava Janostiaka: “Biclogicky vyznam tyrozinové fosforylace v
SH3 domuene proteinu CAS”.

Swvoji diploimovou praci vypracoval Radoslav Jano$tiak na Oddéleni biochemie a fyziclogie bunky,
Katedra bunééné biologie, Pfirodovédecke fakulty UK pod vedenim skolitele RNDr. Jana Brabka,
Ph.DD.

Skupina pracovnikil tohoto oddéleni je pfednim tymem, ktery se zabyva studiem biochemickych i
biologickych vlastnosti bilkoviny CAS. Tato skupina je zarukou kvalitniho vysledku ve zminéném
vyzkumném oboru. Prace tedy vychazi z laboratofe myslenkove i technicky vyborné pripravené na
redeni problému, ktery byl tématem piedkladané prace,

Diplomova prace se zabyva biclogickym vyznamem fosforylace proteinu CAS, jednoho z
adaptorovych proteint fokalnich adhezi. Hlavnim cilem prace bylo pfispét k vysvétleni vyznamu
fosforylace tyrozinu 12 v SH3 doméné bilkoviny CAS pro interakci CAS s jeho partnerskym proteinem
kinazou fokainich adhezi, subcelulami lokalizact CAS a na migraci a invazivitu modelovych bunck.
Téma disertacni prace je vyznamné, nebot je zamétené na jednu z dilezZitych a v soucasné dobé
intenzivné studovanych udélosti v Zivych systémech, a to na zjisténi zakonitosti regulace bunééného
pohybuy, kiery se uplatiiuje v pribéhu vyvoje organismu, ve funkci jeho tkani 1 v mnoha patologickych
stavech.

Experimentalni ¢ast prace vychazi z pouZiti cilenych mutant SH3 domény proteinu CAS v nichz byl
tyrozin 12 nahrazen bud’ kyselinou glutamovou nebo fenylalaninem, tedy aminokyselinami, které bud’
napodobuji konstitutivné fosforylovany nebo nefosforylovany tyrozin 12. § pomoci téchto mutant
Radoslav ukazuje mimo jiné, zc fosforylacni stav SH3 domény CAS ma ztejmé vliv na fosforylaci FAK,
na lokatizaci CAS ve fokalnich adhezich i na migratomni{ a invazivni vlastnostnosti modelovych bungk in
vItro.

Jako oponent mam X praci nékolik pfipominek a otazek.

Formalni stranka prace:

1) Myslim si, Ze cil prace by sj zaslouZil vlastni odstavec uvedeny 1 v obsahu.

2) Néktere ¢asti textu jsou na prvni pieéteni hiife srozumitelné, a to ne proto, Ze by nebyly fakticky
spravné, ale proto, e autor nepocita s nepoucenym Ctenafem.

3) Nékteré detailni udaje o experimentech (napf. na str. 67) by mohly byt v metodické &4sti; mikroskopické
obrazky by mohly obsahovat idaje o zvétseni.

Védecka stranka préce:
1} Pro¢ je synthesa mutovanych proteinu CAS v MEF (obr. 5.5) je napadné niZ§i nez synthesa
nemutované bilkoviny? Mutanta Y-E pravdépodobné neni syntetizovana viibec, protoze mezi linkami
Y-E a -/- neni rozdil. Jakou intenzitu signalu by na obdobném ,,westernu* vykazovaly bunky MEF
CASH+?
2) Pro¢ je na panelu A protein CAS ve tfech forméch a na panelu B jen v jedné?
Na panelu B linky s transfekovanymi mutantami vykazuji stejny obrazec jako v MEF a jejich intensita
odpovida CAS -/- . Jsou CAS proteiny viibec po selekei exprimovany?

- Je nezbyiné, aby na obr. byl deloZeno, Ze na v8ech linkach je stejné mnozZstvi celkové
bilkoviny (napf. linky obarvené Coomassie).

-Chybi linka ukazujici hladinu CAS v MEF src. Pro kontrolu je nutné selektovat buiiky
s prazdnym PURQO vektorem.

3) Kobr. 5.6: Vzhledem k tomu, Ze CAS mutanta Y-E je jen velmi malo nebo vibec syntetizovana je
tvrzeni, Ze neovliviiuje fosforylaci FAXK problematické. Pro¢ nebyly mutanty také exprimovany
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z retrovirového vektoru jako na obr, 5.5 linka SC7 Je néco zndmo o tom, jaka musj byt v bunkach
minimdlni hladina proteinu CAS, aby se jeho aktivita projevila?

4) Pro¢ je CAS Y-E GFP (na obr. 5.9) lokalizovany v jadfe a ostatni proteiny CAS ne? V bubkach K4
(obr. 5.10) CAS YE GFP také nenj v jadfe. Na obr. chybi negativni kontroly: samotné GFP a aplikace
protilatek na buiky CAS -/- a posifivni kontrola s endogennim CAS. RovnéZ by bylo dobré ukézat
vice bunék od kazdého typu a uvést kolik procent bunek vykazovalo stejné rozloZeni fluorescence jako
ty ukazané na obrizcich.

5) Jak je mozné vysvétlit skutetnost, ze vyména tyrozinu 12 za fosfomimikujici glutamat zpasobila
vyraznou delokalizaci CAS z fokalnich adhezi, ale nema Zadny vliv na jeho lokalizaci v podozomech?

6) Jestli se nemylim, ma se za to, Ze fosforylace subsiratové domény CAS usnadiiuje vazbu dal3ich
proteint {napf. z rodiny Crk). To ma za ndsledek zvy3enou migratomni aktivitu bunék, Mutace CAS Y-
E nezvyiuje fosforylaci CAS SD, ale aktivuje migraci bunék, které ji obsahuji, Jakym mechanismem
se muze CAS Y-E podilet na zvy$ené migraci?

Zavérem chci konstatovat, Ze prace Radoslava Jano$tiaka ma uroven a svéd<i o tom, ze autor je
schopen vytvofit a prezentovat dobré vysledky. Prace prokazuje zptsobilost autora k tvaréi védecké
praci. Podle mého nazoru prace jist¢ vyhovuje pozadavkim kladenym na diplomové prace a
doporuuji hodnoceni velmi dobfe.

V Praze 13.

Michat Dvorak

Ustav molekularni genetiky AVCR
Flemingovo n. 2
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