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Posudek na disertac¢ni praci “Studium mechanismu requlace vybranych proteinkinas”
Mgr. Olivie Petrvalské, 1. LF UK.

Mgr. Petrvalska se ve své disertaCni praci zabyvala studiem molekularnich
interakci proteinkinas ASK1 a CaMKK2 a proteasy kaspasy-2 s riznymi isoformami
regulacniho proteinu 14-3-3 a v pfipadé ASK-1 i s thioredoxinem.

Resené téma povazuiji za vysoce aktualni a to nejen z hlediska ziskani novych
poznatkll zakladniho vyznamu o regulaci enzymu zapojenych do signalnich
mechanismu buriky prostfednictvim reversibilni fosforylace proteini &i apoptosy.
Pouzité metody a postupy shledavam dobre volené pro feSené ukoly a dobre se hodici
na katedru fyzikalni chemie PfF UK.

Vysledky prace pfinesly cenné nové poznatky o mechanismu deaktivace kinazy
ASK-1 proteinem 14-3-3§, stechiometrii komplexu i pfiblizné struktufe komplexu. Dale
byly ziskany nové poznatky o rolich disulfidickych mustkd pfi disociaci a tvorbé
komplexu kindzy ASK-1 s thiredoxinem. DalSi experimenty vnesly nové svétlo na
strukturu komplexu kinasy CaMKK2 a proteinem 14-3-3y, ktery ma na kinasu mirné
aktivacni efekt. Nakonec byla identifikovana relativné silna, sub-mikromolarni vazba
fosforylovaného proteinu 14-3-3§ na prokaspasu-2 branici tak aktivaci proteazy.

Po formalni strance byla disertani prace zpracovana formou relativné kratkého
obsahu doplnéného o pfipojené publikace. Mgr. Petrvalskd je prvni autorkou publikace
v Casopise J. Biol. Chem. a spoluautorkou publikaci ve FEBS. J., v BBA a BBRC. Jeji
podily na publikacich jsou vysvétleny.

Celkové se domnivam, Ze prace predstavuje Spi¢kovy vyzkum mezinarodniho
vyznamu, coz je dokumentovano nékolika pfilozenymi publikacemi ve velmi kvalitnich
Casopisech. Prace vyznamnou meérou pfispéla k rozvinuti poznani molekularniho
mechanismu regulace kinaz a kaspazy proteiny 14-3-3.

DisertaCni prace prokazuje predpoklady autorky k obhajobé titulu Ph.D. a
jednoznacné ji doporucuji k obhajobé.

Na zavér pfikladam seznam nékolika dotaz( tykajicich se disertace a budu se
tésit na jejich zodpovézeni pfi obhajobé.

- Interakce proteinovych partnert byly studovany fadou sofistikovanych metod
jako je metoda sedimentacni rychlosti pomoci analytické centrifugace (SV
AUC), malouhlovym rozptylem rentgenového zareni (SAXS), 31P-NMR,
Casové rozliSenou fluorescencni spektroskopii a diferenéni skenovaci
fluorimetrii (DSF). Tyto metody ovSem poskytuji pouze méné detailni ¢i, mohu-
li to Fici, ,méné pfimé“ dlikazy o charakteru proteinovych komplexd. Pro¢ nebyla
za timto ucelem nebyl pouzita rentgenova krystalografie?

-V pfipadé vyhodnocovani vysledkid SAXS analyz autorka uvadi, Ze byly
provadény ab inicio vypoc¢ty molekulovych oball proteint. Provadéla autorka
tyto vypocty sama Ci nékdo jiny?



- SV AUC analyzou byly zjisténa zdanliva disocia¢ni konstanta komplexu
fosforylovaného proteinu ASK-1 s proteinem 14-3-3¢ v hodnoté okolo 36 uM.
To je relativné slabsi interakce. Jsou vnitrobunééné koncentrace téchto protein(
dostateCné vysoké, aby tato interakce byla biologicky relevantni?

- Ab inicio rekonstrukce tvaru molekulové obalky komplexu pASK1-KD:14-3-3¢§
na zakladé SAXS dat naznacila, ze dimery obou proteinl jsou vucéi sobé
uspofadany asymetricky, coz je vzhledem k dvoucetné rotaCni symetrii obou
proteinU opravdu prekvapivé. Jak si to vysvétlujete? Neni pozorovana zdanliva
asymetrie komplexu spiSe artefaktem (Ci pouze jednou u moznych struktur)
zpusobenym vyssi flexibilitou komplexu?

-V pfipadé thioredoxinu bylo zkoumano pét cysteinl potencialné zapojenych do
interakce s ASK1-TBD. Vysledky ukazaly, Zze vysSi vazebné afinité prospiva
prostfedi reduk&ni, zatimco oxida¢ni podminky afinitu snizuji. Je znamo v jaké
formé tyto cysteiny v nativnim thioredoxinu jsou? Tvofi mezi sebou disulfidické
mustky ¢&i jsou ve formé redukované?
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