Oponentsky posudek na magisterskou praci Michala Dibuse
Propojeni signalizace PKN3 a p130Cas/BCAR1

Hodnoceni experimentalni prace a jejiho vyznamu

Prace navazuje na diplomovou préaci J. Gemperleho (2012), ktery v téZe laboratofi prokazal, Ze
p130Cas interaguje s kinasou PKN3. Cilem diplomanta bylo prokazat, Ze tato kinasa p130Cas opravdu
fosforyluje a identifikovat pfipadna mista fosforylace. Pro tento el pfipravil vektory pro expresi
divoké formy p130Cas a pak jejich variant, kde jsou potencidlni fosforyla¢ni mista mutovana. Pomoci
kinasovych reakci in vitro se mu podafilo prokazat, ze PKN fosforyluje S498, ktery se nachazi v
sekvenci rozpoznavané proteiny 14-3-3. To bylo nasledné potvrzeno i pomoci MS/MS. Pomoci MS/MS
se také podarilo identifikovat doposud nepopsana fosforylacni mista PKN3. Pro néktera z nich autor
navrhl i funkéni vyznam (regulace interakce s p130Cas, autofosforylacni misto). V dalsi ¢asti autor
testoval hypotézu o pozitivni regulacni roli navrZené drahy PKN3 — BCAR1 — 14-3-3 v resistenci
bunék nadoru prsu k antiestrogenim. Tu se mu prokazat nepodafilo, ale zajimavym vystupem téchto
experimentdl je pozorovani, Ze v pribéhu kultivace s antiestrogenem dochazelo naopak ke ztraté
aktivity PKN3 v dusledku inaktivacni fosforylace.

Spektrum pouZitych metod je Siroké. Zahrnuje transientni i stabilni expresi cilovych proteint v sav¢ich
buiikdch (a pripravu prfisludnych vektorti), imunobloting, kolokalizacni experimenty pomoci
imunohistochemie a konfokalni mikroskopie, kinasové testy (vCetné pripravy vektorti, bakterialni
exprese a purifikace rekombinantniho proteinu). Ve spoluprici byla také provedena MS/MS analyza
studovanych fosfopeptidi. ReSeni také vyZadovalo vyuziti bioinformatickych nastrojii pro navrh
vektord, predikci postransla¢nich modifikaci a vazebnych interakci proteint.

Hodnoceni predlozeného textu

Prace je logicky Clenéna a je psdna sviznym a jasnym jazykem. Teoretickd &ast dobfe postihuje
soucasné znalosti o p130Cas/BCAR1 a kinasach z rodiny PKN. K Ccitelnosti textu také prispiva to, Ze
autor "zkompiloval" informace o proteinovych interakcich a signdlnich drahdch do pfehlednych
obrazkl. Protokoly v Castech Materidl a Metody jsou detailni a mély by umoZnit reprodukci
experimentl. Vysledky jsou opét prezentovany piehledné, obrazky a grafy jsou vhodné popsany.

V diskusi autor rozebira jednak funkéni vyznam pozorovanych fosforylaci p130Cas a PKN, jednak se
vénuje analyze experimentl provedenych s cilem objasnit vyznam navrzené drahy PKN3 — BCAR1 —
14-3-3C v resistenci k antiestrogenim. Soucasti diskuse je i Cast vénovand probihajicim a pldnovanym
navazujicim experimentim. Diskuse je zdafild, experimentalni vysledky jsou adekvatné interpretovany
v kontextu fakti zndmych z literatury i dalSich vysledkd ziskanych skupinou $kolitele. Dobfe plisobi i
spekulativni ¢ast o moZné interakci signalnich drah zavislych na BCAR3, PI3K, BCAR1 a PKN3 pri
vzniku resistence k antiestrogenim. Hlavni vysledky jsou v &asti Zavér prehledné shrnuty do 7
hlavnich bodii. Seznam literatury zahrnuje 10 stran citaci uvedenych v jednotném formatu.

Celkové hodnoceni

Autor v ramci feSeni cili diplomové prace zvladl Siroké spektrum metod, pfipravil nastroje pro studium
fosforylace p130Cas in vitro (vektory pro expresi variant v sav¢ich i bakteridlnich buiikach) a navic
ziskal zajimavé vysledky. Ty mohou prispét k pochopeni patogeneze onemocnéni, kde hraje roli
abnormalni chovani p130Cas/BCARI. Piimé cileni "scaffold" proteini pomoci malych molekul je



obecné velice obtiZné, obzvlaste pokud maji fadii "klientskych" proteint.
Diky potvrzeni role kinasy PKN3 v regulaci interakci p130Cas/BCARI1, ziskava pripadna
farmakologicka modulace aktivity tohoto proteinu jasnéjsi kontury.

Praci, ktera se pravdépodobné stane Jjadrem budouci dobré publikace, povazuji za velice zdarilou
a doporucuji k obhajobé. Pokud mohu, tak navrhuji znamku A.

Pripominky:

Drobnych chyb jsem zaznamenal opravdu minimum (cyproprofloxacin => ciprofloxacin; N, N, N9,
NOS-tetrametyletylénediamin => N,N,N',N'-tetrametyletylénediamin; glykosilacie => glykosylicie -s.
15; zahfati na 70°C nenj sterilizace - s. 51). Pfedpokladdm, Ze i ve slovensting bude spravny termin
autokldvovani a ne kldvovani. Nesetkal jsem se zatim s terminem stabilt pro zasobni kulturu. U
mutantu PKN3 KD by bylo vhodné vysvatlit, proc bylo moZné ho pouzit jako negativni kontrolu.

Autor v praci pouZiva oznaceni p130Cas pro mysi protein a BCAR1 pro lidsky homolog. To je v textu
zminéno, ale vzhledem k tomu, 7e se v literatufe nékdy pouziva p130Cas/BCAR1 i pro lidskou
variantu, bylo by moZné dobré kviili étenafim nespecializovanym na tuto problematiku tuto souvislost
pfipomenout i v diskusi.

Dopliiujici otazky:

MiiZete okomentovat, nakolik je realistické predpokladat, Ze pldnované mutace v katalytické doméné
umoZziujici vyuZivani N6-substituovaného analogu ATP nenarusi pfirozené fungovani PKN3

(a to i pokud jde o autofosforylaci)?

Pomoci MS/MS rekombinantni PKN3 se Vim podafrilo identifikovat nova fosforylacni mista. Bylo
méFeni provadéno jak pred, tak po kinasové reakci?

Planujete pouzit MS/MS (s mozZnym vyuZitim SRM) také k potvrzeni vyskytu nové identifikovanych
fosforylacnich mist p¥imo v (lidskych) buiikdch (po pripadné imunoprecipitaci)?

V klinickém hodnoceni se nachazi Atu027, liposomalni siRNA proti PKN3. Mate predstavu, pro¢ byl

upfednostnén vyvoj siRNA pred vyvojem nizkomolekuldrniho inhibitoru? Mohla zde hrét i roli ivaha o
vhodnych farmakokinetickych vlastnostech léCiva, které mé piisobit v endoteliich?
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