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Oponentsky posudek diserta¢ni prace
Karolina Honzejkova: Strukturni studie vybranych proteinovych komplexi
ucastnicich se prenosu signalu v buiice

Dizerta¢ni prace Mgr. Karoliny Honzejkové se zabyva studiem nékolika vybranych proteinovych
komplext riznymi metodami biochemie a biofyzikalni chemie. Jednoticim prvkem téchto studii je
vyznam danych komplext pro pfenos signalu v buiice a dale skute¢nost, ze proteiny téchto komplexti
jsou ve vSech piipadech fyziologickymi partnery pro vazbu s 14-3-3 proteiny. Konkrétné byl v rdmci
dizertacni prace studovan komplex N-koncové ¢asti kinazy ASK1 s thioredoxinem, komplexy kinaz
CaMKK1 a CaMKK?2 s proteinem 14-3-3y a komplex jaderného receptoru ERa s proteinem 14-3-3C.

Ke své praci pouzila kandidatka celou fadu postupi a metod sahajicich od exprese a purifikace
jednotlivych proteinovych konstruktii az k analytické ultracentrifugaci, vodik/deuteriové vymeéné ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii, malouhlovému rozptylu rentgenového zafeni a kryoelektronové
mikroskopii. Zde je na misté upozornit na to, Ze se jedna o tctyhodné $iroké spektrum metod, a hlavné
na skuteénost, ze se jedna o ty nejpokrocilejsi metody, které jsou v souc¢asné dob¢ ke studiu proteinovych
komplexi uzivany. Lze tedy konstatovat, Ze dostupnost metod nebyla limitujicim faktorem této prace,
coz je velmi potésujici, a ne zcela obvykle.

PiedloZena prace ma 108 stran a je ¢lenéna obvyklym zptisobem. Psana je dobrou angli¢tinou s minimem
chyb a jeji pfilohou jsou 2 ¢lanky publikované a jeden ¢lanek doposud v recenznim fizeni. Na jedné
z publikaci je kandidatka prvni autorkou. Podil kandidatky na jednotlivych publikacich je vzdy detailné
a srozumitelné popsan. Kromé toho je kandidatka jesté spoluautorkou jedné dalsi publikace s podobnou
tematikou, ktera ovSem v této dizertaci zahrnuta neni. Prace byla uspé$né kontrolovana nékolika
nezavislymi programy a neni plagiatem.

Vysledkem prace je fada detailnich poznatkl ohledné struktury studovanych proteinovych komplexd,
Z nichz fada ma vyznamny dopad i na porozuméni jejich funkci. Zvlast' bych ale chtél zduraznit, ze
v prub&hu prace na této dizertaci doslo k vyteSeni struktury N-terminalni ¢asti molekuly ASK1 metodou
kryoelektronové mikroskopie. Ziskana struktura dobfe objasiiuje zptsob, jakym je tato multidoménova
molekula schopna v roztoku tvofit asymetricky a kompaktni dimer a osvétluje vzajemné interakce, které
mezi jednotlivymi doménami dimeru existuji. Znalost této struktury je zaroven dilezitou vstupni branou
ke studiu dalsich interakci celého proteinu a k detailngjsimu pochopeni funkci této vyznamné kinazy.
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bych chtél snizovat dulezitost a zajimavost mnoha dalsich dil¢ich zjisténi.

K praci mam pouze jednu poznamku: Nastr. 5 je v ¢eské podob¢ abstraktu pouzit vyraz ,,prostiednictvim
svého N-16bu®. Asi bych spiSe doporucil pouziti terminu ,,N-koncové ¢asti®, ¢i ,,N-koncového laloku®.
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Rad bych ohledné prace polozil kandidatce nasledujici dotazy:

1.

Na str. 59 ukazujete elu¢ni profil z gelové permeacéni chromatografie uzité pro purifikaci
konstruktu ASK1-TBD. Zda se mi, jako by naznaCoval piitomnost dimert, snad i
tetramert a oligomerd soucasné s monomerem. Podle vysledkiit AUC to vsak vypada, ze
tento konstrukt existuje pouze jako monomer. Bylo by mozné se k tomu vyjadrit?

Pti studiu ASK1 by se nabizelo zkusit vyfesit kryoelektronovou mikroskopii pfimo
strukturu jeho komplexu s thioredoxinem. Byl takovy experiment podniknut?

Lze spekulovat o tom, co pfedstavovalo pfi feSeni struktury ASK1 kryoelektronovou
mikroskopii limitujici faktor pro jeji rozliseni?

Pii srovnavani interakce CaMKK1 a CaMKK?2 s proteinem 14-3-3y byla snaha objasnit,
pro¢ se oba komplexy chovaji odli$ng. Slo by na zakladé srovnani sekvenci uvazovat,
které chovani CaMKK vuci 14-3-3 proteinu je zde evoluéné ptivodngjsi a které je teprve
sekundarn¢ ziskané?

Pii studiu interakce ERa s proteinem 14-3-3( nebyl v této praci pozorovan zadny rozdil
mezi pfirozenym proteinem a mutovanou formou ERa. Slo by podle Vaseho nazoru
spekulovat o tom, Ze tomu tak nemusi byt pro jiné izoformy 14-3-3 proteinu?

Na zavér bych chtél vyjadrit svoje presvédceni, ze predlozena prace spliuje vSechny pozadované
podminky, povazuji ji za neobycejné kvalitni, doporucuji ji pfijmout k dal§imu fizeni a kandidatce
doporucuji udelit titul Ph. D.

V Praze 6. 2. 2024 RNDr. Jifi Pavlic¢ek, Ph.D.



