Pfiloha 6: Posudek oponenta habilitaéni prace

Masarykova univerzita

Fakulta Pfirodovédecka fakulta MU

Habilita¢ni obor Molekularmni biologie a genetika

Uchazeé Mgr. Jan Palegek, Dr. rer. nat.

Pracovisté Piirodovédecka fakulta MU a CEITEC-MU

Habilitacni prace Uloha domén a jejich interakei v aktivithch proteinovych
komplext

Oponent Ing. Jifi HaSek, CSc. 5

Pracovisté Mikrobiologicky ustav AV CR, v.v.i.

Videtiska 1083
142 20 Praha 4-Kr¢

PedloZend habilitatni prace Dr. Paletka mé formu komentovaného souboru deviti
pFimo zahrnutych publikaci a t¥f dalich relevantnich praci. Prace se tyka ti témat, kterymi se
Dr. Palefek postupnd zabyval a jejichZ spoletnym prvkem je studium specifickych
proteinovych domén.

Prvni téma souvisi s disertadni praci Dr. Paletka, kterd byla zaméfena na objasnéni
interakci konzervovaného proteinu Sla2/HIP1. Tento protein patfi mezi proteiny
endocytického plasté a aktin-asociované proteiny dileZité pro nukleaci aktinovych
mikrofilament. Jsou diskutovany dvé zahrnuté publikace. Prvni prace (MBC) je vEnovéna
doménové analyze proteinu Sia2 ve vztahu k jeho funkci v endocytoze. Mezi jinymi bylo
7jist&no, e protein Sla2 tvo¥{ homodimér a tato dimerizace je z4visld na pfitomnosti jeho
centrélni domény. Ve druhé praci (BBRC) Dr. Palecek zjistil, Ze tento s aktinem asociovany
protein fyzicky interaguje s proteinem Rpgl, ktery je podjednotkou translaéniho iniciatniho
faktoru elF3. P¥ fe¥eni tohoto tématu vyuZival metody kvasinkového dvojitého hybridu a
koimunoprecipitace vytvofenych proteinovych variant. Prokazal, Ze protein Sla2 fyzicky
interaguje s Rpgl doménou kédovanou aminokyselinami 318-373. Tato interakce zfejmé
ptimo nesouvisi s tlohou Sla2 v endocytoze.

Ve druhé &asti habilitadni prace se Dr. Paletek zabyva supresorovym proteinem p53 a
jeho interakcemi. V prvni diskutované praci (BBRC) byla feSena otdzka ovlivnéni vazby
proteinu p53 na DNA pomoci specifickych monoklondlnich protilatek. Autofi zjistili, Ze tyto
MAb vyznamné ovliviiuji studovanou interakei a dokonce brani aktivaci p33. Nékteré z t&chto
testovanych protilatek dokonce zpdsobuji uvolngni proteinu p33  ze specifického
imunokomplexu. Technika analyzy zmé&n posunu DNA fragmenti v gelu byla poté vyuZitaiv
dal¥f zadlenéné publikaci (NAR), kdy byla studovana uloha jednotlivych domén proteinu p53
ve vazbé celého proteinu ke scDNA. Na zakladé svych vysledki, autofi navrhli model, dle
kterého jsou dva DNA duplexy propojeny do p33-scDNA vlakna. Problematiky ovlivnéni
interakei proteinu p33 specifickymi monoklondlnimi protildtkami se take tyka téeti zahrnuta
prace. Vysledky uvedené v této praci podporuji hypotézu, Ze zmény v topologii DNA mohou
byt soutasti mechanismu fidiciho pfepindni mezi latentni a aktivni formou proteinu p53 po
bunééném stresu.

Treti Cast habilitadni prace se tykd projektu analyzy proteinovych interakei v ramel
komplexu SMC (structure maintenance of chromosome). Jsou zde diskutovany vysledky &tye
publikaci v prestiZnich zahrani¢nich ¢asopisech, ktere vznikly v ramci dlouhodobé zahraniCni
spoluprdce Dr. Paletka. Zadlenéné publikace se tykaji zejména proteinli smc proteind




kvasinky S. pombe. Nejdtive se podafilo identifikovat dva proteinové subkomplexy smc
proteinii propojené slabou interakci mezi proteiny Nse2 a Nse3 (MCB). Dalsi publikace
piinasi hlavni zji§téni, Ze protein Nse2 je SUMO ligaza (MCB). V dalsi publikaci, ktera jev
tasopise JBC a které je Dr. Paledek prvnim autorem, autofi navrhli, Ze protein Nse4 a jeho
orthology tvoii podrodinu tzv. delta-kleisind, jejich? funkei je provazovat hlavové domény
smc proteinti. Jako posledni je v této &4sti zahrnut rukopis prace o interakei Nse4 a Nse3
proteind, kde je Dr. Paletek uveden jako jeden ze dvou korespondujicich autor(, a ktery byl
jiz zvefejnén v &asopise Plos One (dle PubMed). Autofi ukézali nejen, Ze interakce proteintl
Nse3 a Nsed je zachovand i u jejich lidskych orthologd, ale i, Ze fada tzv. MAGE (melanoma
associated antigen) proteint je schopna reagovat nejenom s NSE4a a 4b, ale i s pifbuznymi
proteiny EID rodiny (sme proteiny bez C-koncové WHD domény umoziiujici vazbu na SMC5
hlavovou doménuy).

DosaZené vysledky jsou v pomé&mé obséhlém komentovaném piehledu velmi dobfe
diskutovény i s ohledem na jejich vyuZiti v dalSich analyzdch. Viechny publikované prace
autora (celkem 12 praci) jsou také citovany (401 citaci podle WOS). O dobré kvalite
publikovanych vysledkd svédéi i posledni zahrnuty &lanek autora zvefejnény v roce 2011 v
Zasopise PLos One, ktery byl dle WOS jiZ jednou citovan.

Dotazy oponenta k obhajob¢ habilitaéni prace

1. Co je znamo o vyznamu dimerizaci proteinu Sla2?

2. Existuje propojeni proteinu pS3 s aktinovym cytoskeletem?

3. Kters z metod prikazu protein-protein interakei je dle Vaseho nazoru
nejvérohodndjsi?

4, Jak4 jsou omezeni "pulldown" pritkazi protein-protein interakei in vitro?

5. PFilohou habilitadni préace je rukopis odeslany k recenzi do dasopisu PLos One v roce
2010. Okomentujte piipadné zmény v revidované versi publikace oproti rukopisu.

Zavér

Mohu konstatovat, e vysledky prace Dr. Palecka, shrnuté v predloZeném souboru publikaci,
maji velmi dobrou uroved. Dr. Paledek prokazal schopnost Fidit védecky kolektiv a svym
piistupem k fedeni védeckych problémi umo¥nil rozvoj i mladgich v&deckych pracovniku.
Habilitaéni prace Mgr. Jana Palecka, Dr. rer. nat. _Uloha domén a jejich interake{ v aktivitdch
proteinovych komplexi“ splituje poZadavky standardné kladené na habilitadni prace v oboru
Molekularni biologie a genetika.
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