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Oponentsky posudek doktorské diserta¢ni prace
Mgr. Salome Kyralové
S nazvem: ,,Studium molekularnich mechamismu regulace signalnich proteina“

Predkladana doktorska disertacni prace Mgr. Salome Kyralové se vénuje strukturni cha-
rakterizaci interakci protein signalnich drah, jejichz deregulace maze vést k zavaznym
patologickym stavim, mezi které patfi kardio-vaskularni onemocnéni, zhoubné bujeni
nebo myopaticka dystrofie. Prace se zaméfuje na molekularni drovnen interakce thiore-
doxin-vazné domény ASK1 kinasy s thioredoxinem v redukénim nebo oxida¢nim prostredi,
dale vazbu dimeru 14-3-3 na kinasu CaMKK2 nebo strukturni zmény kinasy CaMKK2 in-
dukované kalmodulinem.

Prace je pfedkladana k obhajobé v pIné verzi a je ¢lenéna do nékolika oddild. Prvni
oddil objasriuje fyziologickou funkci studovanych proteint signalnich kaskad nebo jejich
proteinovych komplexu v Zivém organismu v kontextu mozné patogenese, dale nasleduje
metodicka a materialni ¢ast, kde se predkladatelka snazi popsat pouZitou strategii, nasle-
duje velmi podrobny vycet a zhodnoceni ziskanych vysledku, a také diskuze veSkerych
uskali, se kterymi se musela vyporadat. Zde se také autorka snazi zasadit vysledky své
prace do SirSiho kontextu studované problematiky. Cela prace je ukoncena vyctem velmi
kvalitnich publikaci (Clen feSitelského tymu — The Journal of Biological Chemistry, Biophy-
sica Biochemica Acta — General Subjects, prvni autor — FEBS Journal, Biophysica Bioche-
mica Acta — General Subjects v oponentském fizeni), které vySly v recenzovanych
periodicich a predkladatelka je zde uvedena jako prvni autor nebo &len FeSitelského tymu
s vyznacenym podilem na pfislusné publikaci. Prace vypada ucelené a z formalniho i vé-
deckého hlediska dle mého nazoru splfiuje poZzadavky, které jsou nutné pro uspésné ob-
hajeni doktorské disertacni prace.

Prvni publikace popisuje rekombinantni expresi a purifikaci thioredoxin vazné domény
ASK1 kinasy, divokou a mutantni formu thioredoxinu, které byly postupné vyuZzity ke struk-
turnim studiim. V ramci téchto experimentd byla vyuzita analyticka ultracentrifugace k po-
tvrzeni ¢i vyvraceni tvorby proteinového komplexu zminénych proteind. Jakmile se
potvrdila tvorba proteinového komplexu, byly provedeny experimenty ¢asové rozlisené flu-
orescence, které mély poukazat na dynamiku tvorby komplexu. Cirkularni dichroismus byl
vyuzit ke sledovani pfitomnosti sekundarnich struktur. Zavérem se podafilo ziskat data
z malouhlového rozptylu paprski X. Na zakladé namérenych dat byl sestaven strukturni
model komplexu thioredoxinové domény ASK1 kinasy s thioredoxinem. V dalsi praci se
predkladatelka zaméfila na podobnou problematiku s drobnou modifikaci. Opét byla sledo-
vana interakce thioredoxinové domény ASK1 kinasy s thioxireoxinem v pfitomnosti oxidac-
niho c¢inidla. Pomoci alkylacnich sond, v kombinaci s hmotnostné-spektrometrickou
analyzou, analytickou ultracentrifugaci, Casové rozliSenou fluorescenci a po¢itatovym mo-
delovanim se podafilo zjistit, Ze za tvorbu kovalentniho komplexu je zodpovédna intermo-
lekularni vazba mezi C200 ASK1 kinasy a C32 thioredoxinu. V tfeti publikaci je popsana
studie feSici interakci CaMKK2 s dimerem 14-3-3. Pomoci stanoveni enzymové aktivity,
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analytické ultracentrifugace, malouhlového rozptylu paprski X a roentgen-strukturni ana-
lyzy se predkladatelce podafilo identifkovat oblasti interakce téchto proteinl. V posledni
praci, byt je zatim v oponentském fizeni, je popsana interakce CaMKK2 kinasy s kalmo-
dulinem.

Z predkladané doktorské disertaéni prace je patrné, ze v prubéhu svého studia se Mgr.
Kylarova naucila celou fadu technik sou€asné strukturni biologie, molekularni biologie a
biofyziky. Zaroven prokazala, ze ziskana data je schopna interpretovat v kontextu soucas-
ného poznani. Po formalni strance prace obsahuje drobné nepfesnosti, napf. kolona na
obracené fazi nebo gravitacni pole generované centrifugou. Kapitola popisujici vodik-deu-
teriovou vymeénou je pomérné nepresna, protoze nerozliSuje situaci mezi ladénim podmi-
nek pro ziskani nejlepsSiho prostorového rozliSeni a samotnou analyzou deuterovanych
vzorka.

Praci doporucuji obhajobé a mam nékolik dotazu.

1) Mduzete, prosim, vysvétlit principy separace peptidl na obracené fazi.

2) Ve svych pokusech sledujete interakci dvou proteinu v pfitomnosti oxida¢niho a
alkylacniho Cinidla za pH 7.4, pfestoze se v literatufe uvadi hodnota pH cytosolu
6.5-6.8. MUzete odhadnout jaky vliv ma pH 7.4 (mirné oxidacni podminky) na pro-
vedené pokusy oproti napf. pH 6.8?

3) V textu uvadite pouziti 500mM koncentrace iodoacetamidu. Mize dojit za danych
podminek k alkylaci jinych aminokyselin nez cysteinu? Jak vysvétlite pfitomnost
osm krat alkylovaného proteinu na strané 105?

4) V praci popisujete identifikaci zapojeni disulfidickych mastkd po Stépeni proteinu
trypsinem. Zaroven popisujete pfitomnost riznych zapojeni. Jak si vysvétlujete pfi-
tomnost disulfidickych zapojeni, kterd jsou minoritni? Nechybi nahodou v popisu
metod pfitomnost Cinidla, které by mélo tyto artefakty eliminovat?

V Jachymové dne 19. 6. 2018

RNDr. Petr Novak, Ph.D.
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