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Oponentsky posudek na disertacni praci Mgr. Dany Kalabové

,Molekuldrni mechanismus regulace funkce kaspasy-2 pomoci proteint 14-3-3“

Hlavnim cilem doktorské disertacni prace Mgr. Dany Kaldbové porozumét molekularnimu
mechanismu inhibice lidské kaspasy-2 prostfednictvim proteinu 14-3-3. K tomuto cili bylo potreba
pfipravit stabilni a solubilni formy prokaspasy-2, jejich mutant( a jeji fosforylované formy. Dale pak
charakterizovat interakci mezi fosforylovanou prokaspasou-2 s proteinem 14-3-3, identifikovat
fosforylaéni mista v prokaspase-2 a sledovani strukturnich zmén v obou molekuldch pfi jejich interakci
a krystalizace proteinu 14-3-3 s ¢asti prokaspasy-2.

Prace poskytuje strukturni ndhled do mechanismu inhibice a aktivace prokaspasy-2 interakci s
proteiny 14-3-3 a fosforylaci proteinem kalcium/kalmodulin dependentni protein kinasy 2 (CaMKK2).
Hlavnimi experimentalnimi pfistupy byly exprese a purifikace proteind, cilend bodova mutageneze,
analyticka ultracentrifugace, krystalografie, malouhlovy rozptyl rentgenového zareni (SAXS) a jiné.
NejvyznacnéjsSim vysledkem disertacni prace Dany Kaldbové je prace o vyznamu fosforylace dvou
vazebnych mist, Ser139 a Ser164 pro vazbu proteinu 14-3-3 na prokaspasu-2, kde se podafilo i ziskat
krystalovou strukturu tohoto komplexu. Tyto vysledky jsou soucasti autorciny prvoautorské publikace.

Prace je psanav ¢eském jazyce, ma standardni ¢lenéni. V teoretickém Uvodu se autorka vénuje
apoptose, vyznamu jednotlivych pfipravovanych proteinl vtomto déji a také témto proteinlim
samotnym. Nasleduji cile disertacni prace a skvéla kapitola Experimentalnich metod, ktera je z mého
pohledu velmi pékné a srozumitelné sepsana i s principy jednotlivych metod. Vysledkova ¢ast zahrnuje
exprese a purifikace jednotlivych protein( a vysledky z jednotlivych metod. Nasleduje Diskuse a Zavér.
O autorciné dobrém prehledu v problematice svédci velké mnoZstvi citované literatury. Prace zahrnuje
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v Biochemical and Biophysical Research Communications (IF 3.1), dale dvé sdilené prvoautorské
publikace ve FEBS Journal (IF 5.4) a jedna spoluautorska publikace. Autorka ve vyctu svych publikaci
jesté uvadi jednu spoluautorskou publikaci, ktera neni soucasti disertacni prace, ale je tématem velmi
blizka. Prace jsou uvedeny v priloze. Prace je velmi peclivé sepsand, témér bez preklepll, obcas se
vyskytnou drobné slovni neobratnosti nebo slangové vyrazy (napfiklad skrz, naduzivani slova pomoci
apod), nicméné po formalni strance je prace naprosto v poradku, a i prekracuje béznou formalni
uroven. PredloZena disertacni prace jasné ukazuje, Zze Mgr. Dana Kaldbova ziskala znacné zkusenosti a
pIné se orientuje ve svém oboru.
K praci mam ndsleduji otazky:

1. Vuvodu se autorka zminuje, Ze je dimer molekuly kaspasy-2 velmi kompaktni a aktivni misto
je tvorené uzkym a uzavienym Zlabkem a stabilizujici disulfidicky mulstek je nepfistupny
redukénim Cinidlim. Jakym zpUsobem Ize tento dimer narusit?

2. Autorka pripravovala nékolik mutantnich konstruktl prokaspasy-2, které obsahovaly bodové
mutace za tryptofan, které se poté pouzivaly v metodach vyuZzivajicich fluorescenci. Mohla by
autorka Fici, jak se urcilo, na kterych mistech se pouzije bodova mutace a jak se lisily vysledky
z jednotlivych mutaci?

3. Autorka piSe, Ze komplex prokaspasy-2 a proteinu 14-3-3 spolu interaguji nejen pres dvé
vazebnd fosforylaéni mista, ale i ostatnimi ¢astmi obou molekul. Myslite si, Zze krystalova
struktura komplexu zkracené formy proteinu 14-3-3 s pouze 34 aminokyselinovou c¢asti
prokaspasy-2 je dostatecna pro celkovy obraz interakce prokaspasy-2 s proteinem 14-3-3?

4. Planujete pfipravovat i néjaky vétsi konstrukt proteinu 14-3-3 vcetné jeho flexibilnich ¢asti
v komplexu s vétsi ¢asti prokaspasy-2? A vyuzit k tomu i jiné metody neZ krystalografii, jako je

napfiklad cryo-EM?

Predkladdand disertacni prace spliuje poZadavky na disertacni prdci. Autorka prokazal védeckou
erudici, tvarci potencial a je schopna samostatné vyzkumné Cinnosti a prace predstavuje cenny pfinos
k problematice regulace prokaspasy-2 prostfednictvim protein(i 14-3-3.

JelikoZ predlozend prace Mgr. Dany Kabové vyhovuje vSsem pozadavkim kladenym na doktorskou

disertacni praci, plné doporucuiji jeji prijeti k obhajobé.

V Praze 19. prosince 2023 RNDr. Lenka Zakova, Ph.D.
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