Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Jakuba Gemperleho “Analyzing the role of the p130Cas
SH3 domain in p130Cas-mediated signaling” v ramci postgradudlniho studia na Pfirodovédecké fakulté
UK

Dizertacni prace Mgr. Jakuba Gemperleho je zamérena na funkci a regulaci proteinu p130Cas,
zejména pak na funkci jeho SH3 domény a identifikaci proteind, které s ni interaguji. Prace se dale
zabyva interakci proteinkinazy Src a p130Cas a v jedné z praci také popisuji bisensor, ktery je schopen
mérit aktivitu proteinu Src. Role proteinu p130Cas v karcinogenezi a zejména v migraci a invazivité
bunék je zdsadni a zkoumané téma pokladam za velice aktudlni a zajimavé a zjisténé poznatky za velmi
dllezité pro danou problematiku obecné.

Formalni kvalita pfedloZené prace

Vlastni prace je po formalni strance clenéna prehledné a preklepl zde najdeme minimum, nalezl jsem
napr. nestejné formatovani obsahu kdy kapitola 1.2.2.1 je oproti jinym kapitoldm oznacena tucné.
Kapitoly Aims a Conclusions jako takové v praci nejsou a prace je ¢lenéna na Summary, Description of
research results and their discussion a Conclusion remarks,které viceméné vse dllezZité shrnuji, ale neni
to zcela standardni ¢lenéni.

Jazyk

Prace je psana v anglickém jazyce, s obasnymi preklepy a chybami, napf v éeském abstraktu jsou
uvedeny odkazy see misto viz. Anglictina je velmi Ctiva, préce je psana dobre i kdyZz nékdy neni zachovan
spravny slovosled a obdas md autor tendenci psat slozitd souvéti. Narazil jsem také na obcasné
gramatické chyby typu proofed (spravné proved), evidences are (evidence je nepocitatelné podstatné
jméno) ci resulted outcome (final outcome).

Hodnoceni jednotlivych ¢asti disertacni prace

1) Literdrni uvod
Literarni Gvod shrnuje sou¢asné poznatky o uUloze a regulaci proteinu p130Cas. Uvod povazuiji za velmi
zdafily, ocenuji zvlasté obrazky kreslené v Adobe lllustratoru, které jsou vétSinou dilem autora a nejsou
jen prejaty. Podané informace jsou na velmi vysoké tUrovni a jsou velmi detailni.

2) Cile prdce
Cilem prace jako takové byla charakterizace funkce SH3 vazebné domény u p130Cas, identifikace
vazebného motivu SH3 domény a novych a dosud nepotvrzenych interagujicich proteini a poté také
sledovani vlivu proteinkindzy Src na signalizaci p130Cas a na signalizacive fokalnich adhezich. DalSim
cilem pak také byla interakce a regulace p130Cas protein kindzou PKN3.

3) Vysledky a diskuse
Prace je souborem ctyr publikovanych praci, které prosly recenznim fizenim a data v nich prezentovana
jsou velmi solidni. Autor ukazuje jednak identifikaci vazebného motivu SH3 domény pi130Cas
s centralnim lysinem v pozici dva a pozitivné nabitym argininem ¢i leucinem v pozici 5 a pak také
identifikaci dalSich proteinll interagujicich s p130Cas SH3 doménou jako je GLIS2 a DOK7. Autor dale
potvrzuje negativni Ulohu fosforylace Tyr12 na vazbu ligandd SH3 domény p130Cas. V dalsi publikaci pak
autor spolupracoval na identifikaci vazby vinkulinu na p130Cas ve fokdlnich adhezich a podilel se na
experimentech, které ukazaly, Ze tyto proteiny pfimo interaguji pravé pres SH3 doménu p130Cas.
V ndsledné publikaci se pak autor podilel na vyvoji a testovdni Src senzoru zaloZeného na FRET
technologii a poznatku, Ze v inaktivni konformaci je Src v tzv. ,sbaleném” stavu a dochazi k prenosu
energie pomoci FRETu, zatimco jakmile je kindza aktivni, pfenos se snizuje. Posledni publikaci je pak



identifikace Ser/Thr kinazy PKN3 jako vazebného partnera p130Cas, ktera vede k jeho fosforylaci a jejich
kolokalizace je pozorovatelnd v invazivnich strukturach malignich bunék nezavisle na aktivité Src.
Dovolim si zde vyzdvihnout velmi pékné impakt faktory Casopist a pogratulovat autorovi k publikacnim
Uspéchlm (5lety pramérny IF publikovanych praci je: Cellular and Molecular Life Sciences 6.137,
Scientific Reports 4.609, Cell Chemical Biology 5.592 a Molecular Oncology 5.704).

Dalsi pfipominky a otazky:

1) V seznamu zkratek nejsou nékteré zkratky vysvétleny zcela jasné. Napt. PNSS Vinculin mutation
disrupting binding to p130Cas, neni na prvni pohled jasné, Ze se jedna o poradi aminokyselin ve
vazebném motivu, které byly zménény a vinculin se pak jiZz neni schopen vazat na p130Cas.

2) Autor konstatuje, Ze nalezl vazebny motiv SH3 domény p130Cas a na zakladé sekvencni
podobnosti vytipoval 11 potencidlnich interagujicich proteini s p130Cas, vybral sedm velmi
slibnych, z nichz pét testoval, a u ¢tyt byla interakce potvrzena. Pracuje se na téch zbyvajich
Sesti, které jesté testovany nebyly? Na zakladé ¢eho bylo vybrano onéch 7 slibnych?

3) Da se predpokladat, Ze na zadkladé nalezeného vazebného motivu SH3 domény p130Cas by bylo
mozno vyvinout inhibitor, ktery by potlacoval signalizaci pfes p130Cas a narusoval interakci
napr. p130Cas a PKN3 ¢i p130Cas a vinkulinu?

4) Planuji autofi dale pracovat na charakterizaci interakce p130Cas a GLIS2/DOK7? Bylo by
napriklad zajimavé zjistit, zda bunky s vyfazenymi geny GLIS2 ¢i DOK7 vykazuji zmény v
cytoskeletu, signalizaci ve fokalnich adhezich a také v migraci a invazivité bunék, coz by ukazalo,
zda jsou tyto interakce v kontextu tvorby a rlstu nadort opravdu dilezité.

5) Vytvoreny a patentovany Src senzor se zdd byt velmi zajimavym ndastrojem schopnym rozlisit
konformaci proteinu Src a ukazal, Ze nékteré inhibitory navozuji jeho aktivni konformaci, ale
blokuji jeho schopnost fosforylace. Planuji autoti néjaké dalsi testovani potenciondlnich
inhibitor( Src na bazi tohoto senzoru?

Celkové hodnoceni disertacni prace

Praci zcela urcité doporucuji k obhajobé, autor jasné prokazal, Ze se orientuje ve védecké literature, je
schopen o dané problematice pfemyslet, provést vlastni experimenty a spravné je interpretovat a také
nasledné data publikovat ve velmi dobrych mezinarodnich impaktovanych casopisech. Preji autorovi
Uspésnou obhajobu a mnoho dalsich védeckych Gspéch.

V Praze dne 26.11.2018 Mgr. Jaroslav Truksa Ph.D.



