Oponentsky posudek diserta¢ni prace
Pavel Pohl: Vliv proteinu 14-3-3 na intradomeénove interakce
ubikvitin ligasy Nedd4-2

Disertac¢ni prace Pavla Pohla byla vypracovana na Fyziologickém Ustavu AV
CR, v Laboratofi strukturni biologie signalnich proteint, pod vedenim vedouci této
laboratote, RNDr. Veroniky Obsilové, Ph.D. Tématem prace byl vyzkum interakce
proteinu 14-3-3 a ubikvitin ligasy Nedd4-2, s vyuzitim fady pokrocilych technik
strukturni biologie. Predlozena prace ma 143 stran a jeji pfilohou jsou dvé
publikace ve kvalitnich mezinarodnich ¢asopisech. Na jedné z nich je Pavel Pohl
uveden na prvnim misté a jeho podil na této publikaci je zcela z&sadni.

PredloZena prace je pséna a ¢lenéna klasickym zptisobem. Teoreticky uvod je
dobrym uvedenim do problematiky ubikvitinylace a jeji regulace v bunce. Text
Uvodu predstavuje zajimavou a sveézi Cetbu, ze které je patrny dobry pichled autora
0 popisované problematice. Po tomto oddilu nasleduje vytéeni deseti cilii prace a
podrobny popis pouzitych metodik. Rada z nich se tykala exprese a purifikace
jednotlivych proteinovych konstruktli, dal§i potom vlastnich biofyzikalné
chemickych metod vyzkumu proteinovych interakci. Prace pokracuje oddilem
Vysledky a je zakoncena Diskusi a Zavérem, ve kterém je vyjadieno naplnéni
puvodné stanovenych cili prace.

K praci madm nasledujici poznamky a ptipominky:

1) Ptiprava materialu pro vlastni experimenty muze nékdy piedstavovat sice
casove zdlouhavé, ale prece jen nekomplikované opakovani zavedenych
pracovnich protokolil. Zde byla soucasti piipravy naopak fada naro¢nych
optimalizaci, bez nichz by exprese a purifikace multidoménovych
konstrukti proteinu Nedd4-2 nebyla viibec myslitelna.

2) Priestoze studium interakce dvou proteind zni jako dobie definovany tkol,
situace, do které se musel kandidat pti svém vyzkumu ponotfit, je daleko
mnozstvi isoforem, protein Nedd4-2 ma mnoho rtzné fosforylovanych
variant, pri¢emz vSechny tyto aspekty maji dulezity strukturni a nepochybné
1 funk¢ni vyznam. Je myslim diilezité podotknout, ze pii své praci kandidat
studoval cely problém skute¢né v této Siroké komplexité a nezjednodusil si
ho na pocatku zamétenim na pouze jednu variantu ze vS§ech kombinaci.
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Jako nejdilezitéjsi vysledek prace vnimam vyteSeni krystalové struktury
komplexu 14-3-3 a zkracené varianty proteinu Nedd4-2. Existuje relativné
velké mnozstvi struktur 14-3-3 proteint s jednotlivymi navazanymi peptidy,
ale struktury s celymi navazanymi proteinovymi doménami jako tato, jsou
stale velmi vzacné.

Pouzitd Sife experimentii a mnozstvi zkoumanych proteinovych konstrukt
je tak rozsahlé, ze se v posudku nelze vénovat vSem aspektim vyzkumu.
Zvl1aste bych ale rdd vyzdvihnul vytvofeni modelu interakce obou proteint
pomoci molekularniho modelovani s vyuzitim vysledki nékolika strukturné
biologickych technik najednou (SAXS, difrak¢ni analyza krystald,
chemické zesiténi spojené s hmotnostni spektrometrii). Pozoruhodné jsou
predevsim efekty, které ma navazani proteinu 14-3-3 na vzajemnou
interakci domén Nedd4-2. Tyto zmény maji nepochybné funk¢ni vyznam a
mohou mit napf. souvislost s autoinhibici této ubikvitin ligasy.

Préce je i po formalni strance velmi kvalitni a vytknout ji 1ze jen malo véci.
Jen pro Uplnost uvaddim obcasné pieklepy, €i obtiznéji Citelny popis na
nekterych obrazcich. Soucasti vysledkl by si podle mého nézoru zaslouzila
byt i tabulka shrnujici vysledky méteni difrakénich dat na krystalech a
vysledky néasledné rafinace struktur. (PtiloZzena kopie publikace ovSem tuto
tabulku obsahuje.)

K praci mam tyto dotazy:

1. Elu¢ni pik z gelové permeacni chromatografie na str. 80 neni
symetricky. Je to zpiisobeno ¢aste¢nou dimerizaci proteinu 14-3-3?

2. Slo by 1épe objasnit technicky postup eluce na niklové koloné
popisovany na str. 83?

3. Pokud je v praci zminovano, ze protein Nedd4-2 v jeho pIné délce
nebylo mozno rekombinantni pfipravit, byly testovany i nékteré
eukaryoticke expresni systémy?

4. EXxistuji divody k domnénce (napt. z predikce 14-3-3 vazebnych
mist), Zze by doména C2 proteinu Nedd4-2 mohla n&jakym zptisobem
interagovat s 14-3-3 proteinem v ramci celého komplexu?



5. Umoziuje vytvoreny model interakce obou proteini néjaké nové
testovatelné strukturni ¢i funk¢ni predikce?

Na zavér bych chtél dodat, ze piedkladana prace dle mého nazoru vyborné
splituje naroky na ni kladené, pIn¢ prokazuje predpoklady autora k samostatné
veédeckeé praci a doporucuji proto jejimu autorovi udélit titul Ph.D.

V Praze 1. 12. 2022 RNDr. Jifi Pavlic¢ek, Ph.D.



