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Posudek oponenta na disertac¢ni praci Mgr. Jakuba Gemperleho ,,Analyzing
the role of the p130Cas SH3 domain in p130Cas-mediated signaling“

Diserta¢ni prace Mgr. Jakuba Gemperleho byla vypracovana v Laboratofi
invazivity nadorovych bunék na Pfirodovédeckeé fakulté Univerzity Karlovy pod
odbornym vedenim doc. Daniela Rosela, PhD a doc. Jana Brabka PhD.
Disertatni prace je prezentovana ve zkracené verzi a je podlozena Ctyfmi
manuskripty. Z hlediska autorstvi védeckych ¢lankl se jedna o dva prvoautorské
manuscripty ve Scientific Reports a Molecular Oncology a dva manuskripty, kde
je Mgr. Gemperle uveden jako spoluautor. V disertaCni praci je jednoznacné
definovany autortiv podil na jednotlivych manuskriptech.

Autor se soustiedil na strukturné-funkéni analyzu adaptorového proteinu
pl30Cas. Tento protein bez enzymové aktivity s modularni strukturou je slozen
z nékolika domén. V praci je pak duraz kladen predevS§im na popséani struktury a
funkce SH3 domény a s tim spojenou identifikaci proteinu interagujicich s touto
doménou. V praci je zminén autoridv podil na identifikaci vinkulinu jakoZto
jednoho z vazebnych partnerd p130Cas, a na vyvoji nového Src FRET
biosenzoru. Stézejnimi Castmi disertaCni prace jsou vysledky tykajici se
charakterizace nového vazebného motivu pro SH3 doménu proteinu p130Cas a
identifikace novych interakénich partnerl obsahujici tento motiv. Na tuto praci
pak navazuje funk&ni charakterizace p130Cas v komplexu s proteinkindzou
PKN3 a mozny vliv na tohoto komplexu na rozvoj nadorového onemocnéni.
Vysledkem pak je model procesu, kdy sekvencné specificka asociace rliznych
proteinll se p130Cas do znacné miry determinuje rizné biologické procesy.

Predkladana disertaCni prace je psana v anglickém jazyce a drzi se
zavedeného clenéni na kapitoly Summary/Summary in Czech, Introduction,
Description of research results and their discussion, Concluding remarks a
References. Zavére¢na Cast Apendix pak obsahuje manuskripty, které se tykaji
feSené problematiky a na kterych se Mgr. Gemperle podilel.

Po jazykové strance je disertacni prace jako celek nadstandardné
zpracovana a editovana a obsahuje minimalni vyskyt preklepu, chyb a
nepresnosti. V ojedinélych pfipadech dochazi ke stylistickym neobratnostem,
jako napf. na str. 7 (...we identified an atypical binding motif in p130Cas SH3
domain by establishing collaborations with Dr Veverka and Dr Lep$ik), nebo na
str. 45 (...p130Cas is upregulated by hyperphosphorylation...). Nékteré ¢asti pak
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unikly autorové kontrole, kdy napf. ve zkratkach je pro zkratku GTPase uveden
vyznam Epidermal growth factor receptor. DalSi mnou nalezené chyby jsou
uvedeny v pfiloze k tomuto posudku. Jsou urCeny pro autorovu informaci a
nepovazuji za nutné, aby byly zodpovézeny béhem obhajoby.

Disertacni praci, a literarni pfehled predevsim, Ize pak pouzit jako stru¢né,
ale komplexni shrnuti sou€asnych znalosti seznamujici C&tenafe s dosud
objasnénou ulohou proteinu p130Cas. Diky velkému mnozstvi informaci na
zhusténém prostoru je ale tato €ast ve vysledku hutnd a pomérné naro¢na na
soustfedéni a nevyhnutelné vede ke zkratkovitym formulacim. V nékterych
Castech by tedy textu urcité prospélo ur€ité zvolnéni a rozSifeny popis dané
problematiky. Napf. na str. 46 je v kratkosti zminéno, Ze p130Cas je
,downstream of...BRAF“. Autorem uvedena schémata a také vysledky z literatury
ale ukazuji, ze p130Cas je v pfenosu signalu pfevazné nad (,upstream®) ERK
drdhou a tim i nad proteiny Raf v€etné B-Raf. V neposledni fadé bych chtél
ocenit i velice dobré grafické zpracovani doprovazejicich obrazkd, z nichz
nékteré jsou na profesionalni urovni (napf. Fig. 17)

Po vysledkové strance hodnotim predlozenou praci jako vybornou, zvlasté
pak proto, ze reflektuje snahu pochopit skuteéné mechanismy fungovani tak
slozitétho fenoménu, jakym je signalizaCni uloha adaptorovych proteint. Tyto
proteiny propojuji rizné komponenty do signalizacnich obvodu a tim se podili na
pfesnosti a specifiCnosti toku informaci v burice. Je svym zpusobem
prekvapuijici, jak zasadni otazky v tomto kontextu zlstavaji nezodpovézeny.
V tomto sméru pfinasi prace celou fadu novych poznatku, které podstatnym a
netrivialnim zpusobem rozvijeji FfeSenou problematiku. Kvalitu dosazenych
vysledkt dokumentuji Ctyfi puvodni manuskripty, ztoho dva prvoautorskeé.
Uvedena prace a publikované vysledky rovnéz demonstruji, Ze autor nejenze
zvladl pokrocilé nejen molekularné-bunééné metodické postupy, ale take in silico
metody, Ze je schopen navrhnout experimentalni postup a interpretovat ziskana
data.

Na zakladé kvality disertacni prace Mgr. Jakuba Gempereleho doporucuji, aby
tato prace byla pfijata pro fizeni o udéleni védecké hodnosti Philosophiae doctor.

K disertacni praci Mgr. Jakuba Gempereleho bych mél nékolik zvédavych, vice Ci
méné obecnych dotazu:

1. Autor v textu zmifnuje, Ze rodina Cas proteint obsahuje Ctyfi ¢leny (kromé
p130Cas jeSté Nedd9, EFS a CASS4). Nicméné jsem v textu, az na
vyjimky, nenaSel informaci o vzajemné zastupitelnosti téchto ¢lend, jejich
podobnosti, Urovni exprese, stochiometrii apod., jako napf. na strané 18,
kde autor uvadi, Ze delece pl30Cas nebo jen SH3 domény je
embryonalné letalni. Znamena to, Ze ostatni paralogy nejsou schopny
kompenzovat ztratu pl30Cas, nebo nejsou v daném vyvojovém stadiu
exprimovany?

Mohl by autor také ukazat podobnost Cas proteini a se zaméfenim na
p130Cas a Nedd9 ukazat zakladni rozdily mezi témito proteiny? V tomto



ohledu by mé predevSim zajimalo, zdali je znamé ¢&i zdali je mozné u
proteinu Nedd9 odvodit, zdali by se mohl podilet na mechanosensingu a
mechanotransdukci.

2. Vliv pl30Cas na bunécnou motilitu je v disertacni praci popisovan
pfevazné v kontextu individualné migrujicich bunék mezenchymalniho
fenotypu, tedy za podminek zvySené zavislosti na integrinovych
receptorech. Toto zjednoduSeni je pochopitelné, nicméné vede k pominuti
funkce p130Cas za podminek, kdy integrinova signalizace neni strikiné
vyzadovana. Mohl by autor diskutovat, jestli a jakym zpusobem p130Cas
ovliviiuje migraci a invazivitu bunék, které upfednostiuji napf. améboidni
zpusob migrace?

3. Autor také opomiji funkci pl30Cas v mnohobunécnych strukturach,
zejména pak v epitelialnich bunkach. Pouze na str. 46 je zminéno, Ze
pl30Cas napomaha epitelo-mezenchymalni tranzici tim, Ze snizuje
mnozstvi E-cadherinu na membranach a podporuje jeho lyzozomalni
degradaci.

Chtél bych se zeptat, jestli je znama lokalizace p130Cas v epitelidlnich
bunkach (ve kterych integriny primarné tvofi hemidesmosomy)? A mlze
byt v epitelialnich burikach zastoupen p130Cas v adherentnich spojich,
které sice neobsahuji FAK , ale obsahuji vinculin, ktery je pod velkou tenzi
(napft. v tricellularnich spojich)?

4. Na str. 48 autor zminuje, Ze ziskani rezistence k tamoxifenu v lécbé
karcinomu prsu je mj. disledkem ztraty receptoru pro estrogen (ER). Dale
se v textu piSe, ze p130Cas je ,responsible for the resistance to the anti-
proliferative effects of tamoxifen.“ Ztrata receptoru pro hormon je také
dulezitym znakem hormonalné refrakternich karcinomu prostaty, které
pfestavaji odpovidat na antiandrogeni terapii. Je znadmo, zdali se p130Cas
podili na vzniku rezistence vac&i antiandrogeni terapii v nadorech prostaty?
Autor také zminuje, ze cytotoxicky efekt tamoxifenu v ER- bufkach muze
byt obnoven inhibici funkce SD domény p130Cas. Vzhledem k tomu, Ze
pravdépodobné nedochazi ke znovuobnoveni exprese ER, tak bych se
chtél zeptat, jak v tomto pfipadé plsobi tamoxifen v ER- burikach?

V Praze 15.11. 2018 Tomas Vomastek, PhD



Priloha k posudku na diserta€ni praci Mgr. Jakuba Gemperleho ,,Analyzing
the role of the p130Cas SH3 domain in p130Cas-mediated signaling*“

,1able of contents“ nema sjednocené formatovani — nejednotné pouziti fontd,
kurzivy a zvyraznéni pisma. Z logiky véci bych oCekaval pfitomnost kapitoly 1. 2.
1.

Nazev kapitoly 1.1.1. ,Structure of p130Cas and its interaction partners”je
neobratny, vhodnéjsi by asi byl ,,p130Cas structure and p130Cas interaction
partners®.

Str. 16: Nesjednocené psani nazvu aminokyselinovych zbytka (...Trp43, and
pro56).

Str. 16: ,,...enriched of...“ by mélo byt ,enriched in”

Str. 19: Nespravné pouzité ,to” ve vété ,...to be the key to promoting cell
migration..."

Str. 20: Malé ,p“ ve vété ,The Phosphomimicking mutation®
Str. 22: Malé ,a“ ve vété ,...binds Actin and...”.

Str. 22: Ve vété ,PKN3 regulate malignant prostate and breast cell growth
downstream of activated phosphoinositide 3-kinase (PI3K) independent of
Akt...“ ma byt pouzita 3. osoba jednotného Cisla (PKN3 requlates) a
.independently®.

Str. 25: Spravné oznaceni monoxygenazy je MICAL1

Str. 36: Nadbytecné ,as” ve vété ,a limited burst of cell protrusions as
(Karginov...)".

Str. 40: Kapitola 1.2.2.2 neobsahuje Zadné informace o traction forces, prestoze
véta ,...and allow the formation of traction forces necessary for movement (see
chapter 1.2.2.2)" na tuto kapitolu odkazuje.

Str. 48: Preklep ,ant-estrogen®
Str. 54: Preklep ,actin rigs*

Str. 54: Nespravné pouziti zaporné vazby ,neither — nor“ ve vété ,...SH3 domain
is not able to bind PYK nor to restore...“



