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PfedloZena prace shrnuje vysledky 3iroké oblasti vyzkumu na poli bunééné signalizace prostfednictvim
receptoru pro tyreoliberin. Prace svym obsahem a pfedevsim rozsahem spliiuje oéekdvani kladena na dizertaéni
prace na Univerzité Karlové. Prace je piehledné uspofadéna, je dobfe rozélenéna do logickych &sti, a obsahuje
pouze zanedbatelny pocet pravopisnych chyb. Prace je psana v éeském jazyce, coZ je u vyzkumu na mezinarodni
arovni Skoda. Do budoucna bych doporucil znageni G proteinovych podjednotek v pofadi jméno proteinu (‘G’),
druh podjednotky (‘a’), podskupina podjednotky (‘g’, ‘11, ap.). Tento zplsob davé logicky smysl (od
obecnéjsiho k detailné&jSimu), je konzistentnis pojmenovéanim dalsich podjednotek (nap¥ GB1, nikoliv G1B), a je
v soucasné literatuie standardem.

Pfedkladana prace je konzistentné zamérena na signalizaci receptorem TRHR, av3ak $ife jejiho zabéru je znaéna.
Prace zahrnuje velky pocet molekul signalizaéni kaskady receptoru TRHR: agonisty (TRH, TAL), antagonistu MDL,
riizné G proteinové podjednotky (Ga: Gag, Gall, Gas, Gai; GB a Gy), arrestiny 2 a 3, kindzu GRK2, fosfolipazu
PLCB, kaveolin, cAMP, védpenaté ionty, a dalsi molekuly (véetné jejich kombinaci) Géastnici se signalizace
receptorem TRHR. Snahou prace evidentné bylo pochopit signalizaci receptoru TRHR v celé jeji komplexnosti.
Tato snaha je jisté chvalyhodna aviak dle mého nazoru do uréité miry omezovala autorku v hloubce zkoumani.
Rada pozorovanych jevii by si zaslouZila podrobnéjii studium, které by umoznilo detailn&jsi interpretaci, jez by
nasledné vedla k lepSimu porozuméni. PfedloZend prace se proto do jisté miry jevi jako rozsdhly seznam
vysledkd, z nichZ viak ne vidy vyvstava uceleny obrazek zkoumaného jevu. Pomérné &asto jsou predkladané
vysledky vzdjemné nekompatibilni, pficemZ pfi¢ina nesouladu nebyva experimentdlné ¢&i presvédcivé
argumentacné identifikovana. Pfitom se zd3, Ze lep3i analyza by mohla fadu pozorovanych jevi vysvétlit.

Sv(j dojem nizsi pozornosti vénované porozuméni ziskanym datiim bych si dovolil ilustrovat na p¥ikladu obréazku
8 na strané 53, ukazujiciho immunoblot detekujici troveri exprese proteinu TRHR v bunéénych liniich TRY-1,
GH1 a E2M11. Ukazan je pouze vyfez v oblasti 45 kDa, tj. oéekdavané molekulové hmotnosti nemodifikovaného
TRHR. Z obrazku se bohuzel nedozviddme nic o koncentraci proteinu TRHR1-YFP (dale extenzivné zkoumaného)
v bunécné linii TRY-1, vytvofené autorkou. Zato se, ponékud prekvapivé, dozvidame, Ze buriky TRY-1
pravdépodobné exprimuji nemodifikovany TRHR v mnoZstvi nékolikandsobné prevy3ujicim expresi v
hypofyzarni bunééné linii GH1, uvadéné jako pfiklad primarnich cilovych bunék TRH (endogenniho agonisty
TRHR). O zdroji linie TRY-1, bufikdch HEK293, se pfitom pie, Ze “u nich TRHR pravdépodobné neni endogenné
viibec exprimovan (Atwood et al., 2011)". Jednou z moZnych interpretaci obr. 8 je, e buitky HEK293 (pouzité
pro pfipravu linie TRY-1) endogenné exprimuji nékolikandsobné vy3& mnoistvi TRHR ne? buriky GH1.
Pozoruhodné v tomto pfipadé je, Ze buriky HEK293 nereaguji (obr. 10) na stimulaci prostfednictvim TRH
zvysenim koncentrace vapniku. Otazkou pak je, pro¢ bufiky HEK293 pres vysokou endogenni pfitomnost TRHR
nereaguji na TRH, a zda jsou vilbec vhodnym systémem pro studium signalizace TRHR. Dali moZnou interpretaci
obr. 8 je, Ze pro pfipravu bunék TRY-1 byla nedopatienim pouZita jind bun&&na linie nez HEK293. Koneé&ng,
mozné je i, Ze pouZité protilatky nedetekovaly TRHR, nybrz jiny protein. Ani jedna z téchto interpretaci bohuel
nebudi divéru ve vysledky ziskané s burikami TRY-1. Pozoruhodnost a diileitost vysledku z obr. 8 ziistala v
zaplavé dalsich vysledkl bez povimnuti autorkou. Urovei exprese proteinu TRHR1-YFP, kli¢ova prointerpretaci
veskerych dat ziskanych s burikami TRY-1, z(istala nezjiiténa & neuvedena.



Prosim proto Mgr. TrubaCovou, aby béhem ohajoby ukazala cely blot z obr. 8 (nejen oblast okolo 45 kDa),
idealné viechna 3 jeho opakovani (zminénd v popisu obrazku), a interpretovala vysledky ziskané s buiikami TRY-
1 na zakladé informaci o relativnich koncentracich nemodifikovaného TRHR a fluorescentné znaéeného TRHR1-
YFP. V souvislosti s kvantitativni interpretaci immunoblotl pak upozorfiuji na moiné problémy vyplyvajici ze
saturace pouZitého filmu, a na to, Ze vztah mezi intenzitou bandu na filmu a koncentraci detekovaného proteinu
lze aproximovat jako linedrni pouze pro bandy o nizké intenzité (coZ se jevi problematické nejen u obr. 8, ale
téZ u obr. 35, 36 a 38).

Urcité nedostatky v interpretaci ziskanych dat jsou pfitomné i v jinych &astech prace. Jako podcenéné a téméf
nediskutované se mi jevi efekty pomérd koncentraci endogenné a exogenné exprimovanych komponent
studovanych signalnich kaskad (v burikdch TRY-1, E2). Napf. porovnani obrézki 23 a 24 ukazuje, ie stimulace
bunék E2, overexprimujicich TRHR, vede témé&F k desetindsobné vy33i koncentraci IP3 ne? u bunék GH1.
Vysledky pokusii na bufikdch E2 je proto nutno interpretovat v kontextu nefyziologického prebytku TRHR.
Béhem obhajoby bych prosil o podrobnéjii diskusi.

Bez poviimnuti zistal i fakt, Ze aktivace TRHR v buiikdch TRY-1 vede ke snizeni rychlosti difuze TRHR-YFP
pfiblizné na polovinu oproti kontrole pfed aktivaci, a to bez ohledu na p¥itomnost & absenci daléich signalnich
molekul. Tento fakt vyzyva k podrobnéjsi experimentélni investigaci (nativni elektroforéza, homo-FRET, ap.),
nebo pfinejmensim k diskusi zda, a za jakych okolnosti TRHR vytvafi po aktivaci dimer.

Pochvalné je tfeba zminit sili o studium bunééného systému co nejbliziiho pfirozenému, tj. bunécné linie GH1.
| zde by v3ak byla Zadouci lepsi interpretace vysledkd, kterou by byvalo mohlo umoinit napf. srovnani
fosfoproteomickych dat ziskanych s TRHR s daty ziskanymi po aktivaci jinych G proteinovych receptori.
Srovnani s jinymi receptory o zndamé specificité (Gg, G11, Gs, Gi/o) by té7 byvalo uvedlo do kontextu
pfedklddand pozorovéni schopnosti TRHR signalizovat prostiednictvim riiznych G proteind.

Po formdlni strance préce bezpochyby spliiuje pozadavky kladené na dizertaéni praci. Uvodni &ast (ale i diskuse)
viak ponékud zanedbavd existenci velkého mnoistvi informaci o struktufe zkoumanych proteind. Tyto
informace jsou relevantni, nebot napovidaji napf. o moznostech interakci TRHR s riiznymi podjednotkami Ga,
arrestiny, ¢i dal3imi signalnimi molekulami. Jsem prekvapen tim, Ze sekce 2.4.3 (Struktura TRH-R) neobsahuje
ilustraci ukazujici znamou, experimentélné uréenou detailni strukturu nékterého z pfibuznych receptor(, nebo
pfimo strukturu TRHR, detailné predikovanou mj. softwarem AlphaFold a dostupnou napf. na
https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q32MS1. Vyobrazeni znamych ¢&i predikovanych proteinovych struktur by
byvalo umoznilo Iépe ukazat pozice a role vyznamnych aminokyselinovych zbytka zminovanych v textu. Vhodné
by byvalo bylo téZ porovndni sekvenci a struktur TRHR a dal3ich pfibuznych receptori. llustrovany nejsou ani
chemické struktury agonisti a antagonisti TRHR. V pfipadé pFirozeného agonisty, TRH, toto opomenuti vedlo
dokonce ktomu, Ze TRH je nepfesné uveden jako tripeptid Glu-His-Pro, zatimco obrazek struktury TRH by
vyjevil, Ze ve skutecnosti je tento tripeptid modifikovan. PFesné&ji a detailnéji by mély byt popsény i evoluéni
vztahy mezi TRHR1 a TRHR2, rozdily v jejich sekvencich, v tkdfiové a &asové lokalizaci jejich exprese, a ve
znamych i ofekavanych (na zakladé sekvenci a struktur) molekularnich specificitéch. Uvital bych doplnéni téchto
informaci pfi obhajobé.

Diky rozsahu préce i existujicim relevantnim publikacim (jedné prvoautorské, jedné druhoautorské)
predloZenou préci bez véhani doporutuiji ke schvaleni. Vzhledem k vy$euvedenym nedostatkiim ji hodnotim
jako velmi dobrou.
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