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Mgr. Dalibor KoSek:
Uloha protein-proteinovych interakci v regulaci signalnich proteini a enzymi

Predlozena prace se zabyva tématikou, jejiz mimotradny vyznam je mimo diskusi. Je to
vsak oblast velmi naro¢na po strance experimentalni, a zvlast’ pak pokud jde o interpretaci
vysledku a o jejich zaélenéni do SirSich souvislosti. Disertace je zaméfena na studium interak-
ci protein-protein, tedy systémil, z nichz kazdy jednotlivy je slozity sam o sob¢. Jejich vza-
jemna interakce je pak vyslednici ptsobeni celé fady faktord. Budiz zde ptedeslano, Ze se
autor zhostil tohoto ukolu velmi uspésné.

Doklada to ostatné jeho spoluautorstvi (na prvnim nebo druhém misté mezi autory) tii pu-
blikaci v renomovaném Journal of Biological Chemistry, o které se piedloZena prace piede-
v8§im opira. Jeji ¢lenéni tuto skutenost odrazi, takze je tvofena dvéma hlavnimi celky — vlast-
nim textem a Ptilohou, kde jsou zminéné tfi publikace.

Pokud jde o text Citajici 111 stran, je ¢lenén klasicky, po tvodnich abstraktech v ¢estiné a
Vv anglicting, na literarni piehled, cil prace, materidl a metody, nacez nasleduji vysledky (31
stran), diskuse (8 stran), zavér a obsahly seznam literatury. Zpracovani je piehledné, systema-
tické, jen se autor misty nevyvaroval preklepi, ptipadné prohieski proti gramatice. Je to vSak
V mife unosné.

Studium se zamétilo na nékolik proteind, ASK1 (ASK - signal-regulating kinase 1), fosdu-
cin (Pdc) a Nthl (Nth — neutralni trehalasa), pfi¢emz partnery jim byly TRX (thioredoxin) a
predevsim pak jedna z variant proteinu 14-3-3, ktery je dlouhodob¢ studovan v laboratofi au-
torova skolitele. Dal$im zkoumanym preparatem byl Bmh, kvasni¢ny analog tohoto proteinu.
Vyznam vSech téchto bilkovin, jak se docteme v piehledu literatury, je znacny, takze je roz-
hodné¢ na misté podrobné zkoumat jejich vlastnosti a vzajemné chovani.

Prace na uvedené tématice byla v zdsad¢ dvojiho druhu. PredevSim bylo tfeba bilkoviny
exprimovat, predistit, pfipadné modifikovat pro dalsi praci, coz byl ukol biochemicky, kdy $lo
mimo jiné o to pfipravit vhodné konstrukty, naptfiklad domény ASKI, ¢i rizné modifikace
proteinu 14-3-3§, jako variantu bez C-koncového segmentu, apod. Rovnéz byla nékdy prove-
dena cilena nahrada nékteré aminokyseliny. Po nasledujici charakterisaci preparatu nasledo-
valo teprve vlastni zkoumani interakci. K tomu poslouzilo nékolik zékladnich metod: ¢asové
rozliSené dohasinani intensity a anisotropie fluorescence, malouhlovy rozptyl rentgenového
zateni (SAXS), analyticka ultracentrifugace, které jsou v oddilu metod podrobné popsany.
Nameétené hodnoty byly pak zpracovavany nejriznéjSimi pocitaCovymi programy.

Vysledkem préace byla fada podstatnych zavéri tykajicich se zkoumanych interakei, at’ jiz
to bylo zjisténi stechiometrie vzniklého komplexu (ASK1-CD s 14-3-3, kde to je 2:2), konsta-
tovani ulohy jednotlivé aminokyseliny v interakci (Trp31 v TRX1 ucastnici se ptimo vazby),
nebo zjisténi, ktera ¢ast proteinu hraje vétsi roli v interakci s partnerem (kde je to napt. domé-
na Pdc-ND). Z fluorescencnich dat a SAXS se podatilo navrhnout strukturni model komplexu
TRX1 s ASK-TBD (jedné z domén této bilkoviny). Pokud jde o protein 14-3-3, pak vyznam-
né bylo konstatovani, ze absence jeho C-koncové ¢asti zesiluje interakci s ASK1-CD (proto se
pracovalo dale s modifikovanou formou 14-3-36AC). To je pouze velmi stru¢ny vycet nékte-
rych zavéri vyplyvajicich z tohoto studia, ktery naznacuje §ifi zabéru autorova experimento-
vani. Vyznamné pfitom je, Ze bylo zkoumano hned nékolik systému protein-protein, coz je
podstatné z hlediska shromazd’ovani podkladu, které by snad ¢asem mohly pfispét hledani
obecngéjsich zakonitosti téchto procest.

Predchozi ¢ast tohoto posudku sdostatek naznacuje, Ze piedloZena prace je velmi kvalitni,
a nemam k ni zadné zasadni ptipominky. Nasledujici body jsou spis jen jejim doplnénim, pti-
padné tématy pro diskusi:



1) Jen drobna poznamka — u zminek o aniontové a kationtové chromatografii (str. 43) se
uvadi, Ze se tato metoda opira o hodnoty isoelektrického bodu. Mozna mohly byt tyto hodnoty
uvedeny pii popisu jednotlivych bilkovin.

2) Na str. 26, v popisce K obr. 5, je zminka o predikci naznacujici znamky sekundarni
struktury v proteinu ASK1. Je to pievzaty udaj; otazka je, o jakou techniku predikce §lo?
Formulace ,,znamky sekundarni struktury* je totiz pomérn¢ opatrna.

3) Jak pfesné je stanoveni zdanlivé disociacni konstanty proteinového komplexu pomoci
analysy sedimentac¢nich isotherem v porovnani s jinymi metodami (napf. isothermalni titrani
kalorimetrie, nebo méfeni anisotropie fluorescence)?

4) Jak ovliviiuje solvata¢ni sféra proteini rozptyl rentgenového zaieni? Jak je tento pro-
blém bran v potaz pti vyhodnocovani rozptylovych dat ¢i pii modelovani teoretické rozptylo-
vé kiivky SAXS na zaklad¢ krystalové struktury? S tim souvisi zékladni problém, zda jsou
alespoil néjaké ptedstavy o solvata¢nich sférach zkoumanych proteind.

5) Na str. 73 se v souvislosti s komplexem ASK1-TBDC250S:TRX1 uvadi, ze Trp31
v TRX1 interaguje s ASK1 ,,jinym zptiisobem®. D4 se, alespon piiblizn¢, usuzovat jakym?

6) Zajimava je kratka studie s proteinem Bmhl (kvasni¢énym analogem proteinu 14-3-3),
ktery je popsén jako aktivacni element neutrdlni trehalasy 1 (Nth1). Mira aktivace totiz zavisi
mimo jiné na piitomnosti vapenatych iontd. Otazky jsou:

a) Jak daleko jde analogie mezi Bmh1 a 14-3-3?

b) Pokud je velka, nehraji pak i v chovani 14-3-3 roli rovnéz n¢jaké kationty?

Shrnuto — Mgr. Dalibor Kosek predlozil velmi kvalitni disertacni praci, ktera svéd¢i o jeho
experimentalni 1 odborné zdatnosti. Shromazdéné vysledky jsou zakladem, na ktery muzZe
navazovat dal$i vyzkum, tim spiS, Ze autor v praci misty pfimo naznacil, kde by bylo vhodné

pokraCovat ziskané poznatky prohlubovat.

Zavér: predloZena prace splituje naroky na praci disertacni a doporucuji ji po obha-
jeni jako podklad k ziskani titulu Ph. D.
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