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Oponentsky posudek diplomové prace
Olivia Petrvalska : Priprava a charakterizace Kkatalytické domény lidské
proteinkinasy ASK1

Ukolem diplomové prace Olivie Petrvalské bylo studium lidské proteinkinasy ASK1. Tento enzym
patii do rodiny MAP3K kinas a V lidském organismu je soucasti rozsdhlejSiho multiproteinového
komplexu, nazyvaného ASKI signalosom. Ukolem tohoto komplexu je pienos signilu v piipadé
stresové situace, napi. oxidativniho stresu, pfitomnosti zanétlivych cytokinl, pfitomnosti
lipopolysacharidt v organismu a dalSich pfipadnych stresovych podnéti. Vysledkem signalizace celé
této tzv. MAPK signalizacni kaskady, jejiz je ASKI1 signalosom soucasti, miize byt programovana
bunécna smrt — apoptdza. Proto neni jisté prekvapivé, Ze je zvySend aktivita enzymu ASK1 objevovana
v souvislosti s fadou patologickych stavli organismu a podrobné studovana. Predkladana prace se
zamétila hlavné na pfipravu rekombinantniho proteinu ASK1, jakoz i jeho mutantnich variant a na
ovéteni enzymatické aktivity ziskanych proteinovych preparatii. Zaroven byl rekombinantné pfipraven
I protein 14-3-3(, ktery je interakénim partnerem proteinu ASK1 a reguluje podstatnym zptisobem jeho
aktivitu. Na zavér bylo potvrzeno, ze pfipravené proteinové vzorky mohou vytvofit pozadovany
komplex obou proteinti, jehoz charakterizace bude pfedmétem dalsiho studia laboratofe.

Prace ma 89 stran, (v€etné dvou stran ptiloh), 33 obrazki, obsahuje 31 tabulek a je ¢lenéna klasickym
zpusobem. Je psana velmi dobrou ¢estinou a obsahuje pouze malé mnozstvi chyb a pieklept. V uvodu
autorka seznamuje Ctenéie s problematikou proteinkinas, jejich signaliza¢nich drah a zvlastni pozornost
je vénovana proteinu ASK1. Na zavér této ¢asti je zaclenén i text pojednavajici o 14-3-3 proteinech.
Cely uvod je psan barvitym a vystiznym jazykem, ktery se dobie Cte. Nasleduje vytyceni cilli
diplomové prace, metodicka cast s podrobnym popisem pouzitych technik a pracovnich postupti, ¢ast
predstavujici ziskané vysledky a diskuse. Praci zakoncuje kratké shrnuti ziskanych vysledkl a seznam
citované literatury.

Vypracovani celé prace vyzadovalo od studentky jist¢ nemalé usili a trp€livost. Zkoumany protein
ASKI1 byl ptfipravovan kromé divokého typu i1 v n¢kolika mutantnich forméach a stejné tak i1 jeho
vazebny partner, protein 14-3-3C byl pfipraven ve vice variantach. Ne vSechny pfipravované proteiny
byly hned napoprvé ziskany v mnozstvi ptiméfeném pro dalsi studium. V nékterych ptipadech byla
uspésna naslednd optimalizace produkce a purifikace, jejiz pribéh mizeme ve vysledkové ¢asti se
z4jmem sledovat. Nejednalo se tedy obecné pouze o aplikace zavedenych protokol, ale do urcité miry
také o testovani postupti novych.

K praci mam nékolik drobnych kritickych poznamek:

1) V metodické ¢asti by bylo rozumné pro snadnéjsi reprodukovatelnost 1épe specifikovat krok
sonikace buné€k, (konkrétni nastaveni sonikatoru). Stejné tak v piipadé popisu centrifugaci
nevystacime sudajem o otdCkach za minutu, ale bylo by lepsi uvést absolutni tdaje
V nasobcich tihového zrychleni g, (napf. str. 32, 42).

2) Na strané¢ 60 jsem piili§ nepochopil popis eluce proteinu. Text popisuje, ze protein ,,...byl
eluovan do stejného objemu dialyzacniho pufru. Tim se koncentrace imidazolu okamzité
snizila na jednu polovinu...“. ProtoZe v dialyza¢nim pufru nebyl imidazol Zadny, mam pocit,
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ze protein byl eluovan vysokou koncentraci imidazolu stejné jako v pfedchozim pftipadé, ale
hned nato byly frakce nafedény stejnym objemem dialyza¢niho pufru. Chapu to spravné?

3) Popis os grafu chromatografickych elu¢nich profilti na str. 58 a 62 je pfili§ drobny a Spatné se
¢te. Naproti tomu podobné profily na str. 54 a 56 jsou uz ¢itelné mnohem Iépe.

K praci mam tyto dotazy:
1. Zpisobuje vazba ASK1 s 14-3-3 proteinem uplnou blokaci autofosforylace?
2. Pro¢ byla pro vyzkum interakce s ASK1 vybrana pravé isoforma 14-3-3C? Lze
predpokladat, ze by se ostatni isoformy chovaly pii interakci s ASK1 stejné nebo velmi

podobn¢?

3. Je komplex ASK1 s proteinem 14-3-3C takového charakteru, ze ho lze purifikovat
pomoci gelové chromatografie?

Diplomova prace podle mého minéni velmi dobte splituje vSechy podminky které jsou na ni kladeny.
Doporucuji ptijmout ji k dalsi obhajob¢ a hodnotit stupném vyborné.
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