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Oponentsky posudek na disertacni praci Mgr. Pavla Pohla

,Vliv proteinu 14-3-3 na intradoménové interakce ubiquitin ligasy Nedd4-2“

Hlavnim cilem doktorské disertacni prace Mgr. Pavla Pohla byla ptiprava konstruktl proteinu
Nedd4-2 a proteind 14-3-3, studium jejich interakci a strukturni charakterizace konstruktu lidské
ubiquitin ligasy Nedd4-23%% s proteinem 14-3-3n. Proteiny 14-3-3 se vyskytuji v eukaryotnim
systému v mnoha riznych isoformach, zucastruji se mnoha klicovych fyziologickych pochodl a pocet
jejich interakénich partnerd je v soucasné dobé vice nez 1200. U vazebnych partner(l vyZaduji proteiny
14-3-3 fosforylaci konkrétnich aminokyselin a absence fosforylace mlze ovlivnit jejich vzajemnou
vazebnou afinitu. Ligasa Nedd4-2 ze skupiny HECT ligdz ubikvitinuje Siroké spektrum membranovych
proteinll a receptord a hraje tak kliCovou roli v udrzeni homeostaze organismu. Interakce Nedd4-2
s proteiny 14-3-3 ovliviiuje naslednou schopnost proteinu Ned4-2 interagovat s dalSimi substraty.

Prace Pavla Pohla sméfovala na biofyzikalni charakterizaci proteinu Nedd4-2 a jeho komplexu
s proteiny 14-3-3 a poskytnuti tak strukturniho nahledu do mechanismi regulace této ubiquitin ligasy.
Prace zahrnuje vyznam jednotlivych fosforylacnich mist na proteinu Nedd4-2 v sile interakce a mapuje
strukturni zmény tohoto proteinu po jeho interakci s proteiny 14-3-3. Hlavnimi experimentalnimi
pristupy byly exprese a purifikace proteinl,, cilend bodovd mutageneze, méfeni polarizace
fluorescence, analyticka ultracentrifugace, krystalografie, malouhlovy rozptyl rentgenového zareni
(SAXS) a in silico modelovani. Nejvyznamnéjsim vysledkem Pavla Pohla v této disertaéni préci je
struktura komplexu konstruktu proteinu Nedd433>45°T367A s proteinem 14-3-3nAC, jeZ spoleéné se
strukturni charakterizaci SAXS metodou komplexu proteinu Nedd4-2'8¢°7> s proteinem 14-3-3n
umoznila sestavit strukturni model ilustrujici zmény na proteinu Nedd4-2 po interakci s 14-3-3n. Tyto

vysledky jsou soucasti autorovi prvoautorské publikace.
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Prace je psana v plné formé v ¢eském jazyce, ma standardni ¢lenéni. V teoretickém Gvodu se
autor vénuje pfipravovanym proteintim, jejich funkci a vyznamem. Nasleduji cile disertacni prace a
rozsahla kapitola Experimentdlnich metod, kterd je z mého pohledu velmi pékné a srozumitelné
sepsana i s principy jednotlivych metod. Vysledkova c¢ast zahrnuje exprese a purifikace jednotlivych
proteind a vysledky z jednotlivych metod. Nasleduje Diskuse a Zavér. O autorové dobrém prehledu
v problematice svéd¢i velké mnoZstvi citované literatury. Prace zahrnuje dvé publikace
v recenzovanych védeckych impaktovanych casopisech, prvoautorska publikace v Communications
Biology (IF 6.548) a druhoautorska publikace v c¢asopise Biophysical Journal (4.033). Prace jsou
uvedeny v pfiloze. Prace obsahuje malé mnoiZstvi preklepl, zejména v metodické a vysledkové ¢asti,
nicméné z formdlniho hlediska je v poradku. Pfedlozena disertacni prace jasné ukazuje, Ze Mgr.Pavel
Pohl ziskal znacné zkuSenosti a pIné se orientuje ve svém oboru.

K praci mam nasleduji otazky:

1. Vpraci je uvedeno, Ze jednim z regula¢nich mechanism( ubikvitinace proteinem Nedd4-2 je
jeho fosforylace na urcitych fosforylacnich mistech. Mohl by autor rozvést i dalsi regulacni
mechanismy?

2. Neékolikrat se v disertacni praci zminuje oligomerizace proteinu Nedd4-2. Mohl by autor uvést
jaky je pravdépodobny fyziologicky vyznam oligomerizace a jestli je moZzné oligomerizaci
regulovat?

3. Autorovi se nepodafilo pfipravit pIné dlouhy protein Nedd4-2 v E.coli. Domnivate se, Ze zména
expresniho systému na eukaryotni by mohla vést k Uspésné pripravé celého proteinu?

4. Pokud by se podafilo pfipravit komplex proteinu 14-3-3 s néjakym vétsSim konstruktem
proteinu Nedd4-2 neuvaZujete o urceni struktury takového komplexu metodou cryo-EM

vzhledem k velkému mnoZstvi flexibilnich ¢asti ,,nevyhodnych” pfi proteinové krystalografii?

Predkladana disertacni prace spliiuje pozadavky na disertacni praci. Autor prokazal védeckou erudici,
tvlrci potencidl a je schopen samostatné vyzkumné cinnosti a prace predstavuje cenny pfinos
k problematice regulace proteinu Nedd4-2 prostfednictvim proteint 14-3-3.

Jelikoz predloZzend prace Mgr. Pavla Pohla vyhovuje vSem poZadavkim kladenym na doktorskou

disertacni praci, plné doporucuiji jeji prijeti k obhajobé.
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