Oponentsky posudek na diplomovou préci
Jitky Sulcové

Analyza kandidatnich transmembranovych proteinii

Jitka Sulcovd svou diplomovou praci vypracovala pod vedenim Dr. Karla Drbala v Ustavu
molekuldmi genetiky AV CR a spolu se svym 8kolitelem si pied sebe poloZila naroény tikol. Ve
dvojici s Be. Pavlem Pitule se pokusila o dplnou genomickou inventarizaci transmembranovych
adaptorovych proteinﬁ (TRAP), a to genomech nékolika druha, edfiltrovat kandidatni geny na
diplomové prace je velice zajimavy a inspirujici, nebot’ v sob€ intimné spojuje cast provadénou
in sifico pomoci bioinformatickych piistupl (zde vedenou $pickovym expertem na tyto metodiky
Dr. Janem Pafesem), nasleduje Casové velice ndro¢na editace ziskanych dat, kterou neni moZné
automatizovat, vyzadujici peclivou praci s informaénimi databazemi a publikanimi zdroji. Toto
naroéné hleddni a néslednd teoretickéd evaluace je pak prakticky ov&€fovano vyklonovanim
redlnych genovych sekvenci, jejich expresi vrelevantnich bunéénych typech a néaslednon
nikroskopickou charakterizaci.

Vivodu své préce autorka piehledng shrnuje problematiku a cile své prace. Zdafily
literarni prehled je zevrubnym sezndmepim s problematikou udalosti odehrdvajich se na
plasmatické membrané v buiikdch imunitaiho systému s dlrazem na membranové mikrodomény,
signalizaci prostfednictvim T-receptoru (zde jsou vedle sebe prehlednd popsény, srovnany a
diskutovany jednotlivé modely aktivace T-lymfocytd prostiednictvim interakece TCR s MHC
glykoproteiny). Velka ¢ast je samoziejme vénovana adaptorovym proteintm ~ jejich struktufe,
funkei, doménovému uspofadani, bunéfné lokalizaci, vyznamu pro imunoreceptorovou
stgnalizaci.

Na 20 stranach textu _]13011 zevrubng popsany vyuZité metodiky a materidl s n€kolika
impresiviimi doklady vykonané prace . papf. celd strana sumarizujici navrZené a vyuZité
primery. Z textu jasng vyplyva, Ze se Jaa Sulcovd, keomé ndrodnych bioinformatickych analyz,
naudila klasickym metoddm molekularni genetiky, pomoci kterych se ji podafile zaklonovat
celou tadu kédujicich sekvenci, ty ovéht, vytvolit fizni konstrukt s ervenym fluorescenénim
proteinem, pieklonovat do retrovirového vektoru, ten vnést do nesnadno transfekovatelnych
bunék a zde fenotypicky pomoci mikroskopie studovat bunéénou lokalizaci a vliv na expresi
aktivaénfho markeru T-lymfocytd CD69 (pomoci pritokové cytometrie). Z vyjmenovanych
metodika (molekulamni biologie, mikroskopie, prutokova cytometrie, bioinformatika) je zfejmé,
7€ Ji:ﬁl"gulceva prodla dikladnou metodickou pripravou v fad€ pokro¢ilych technik, metody a
pouZité reagencie véetné modelovych bunéénych typt jsou v praci zevrubné popsény a umozinji
bezproblémové reprodukavdni popsanych experimentit.

Vysledky price jsou shrnuty na nasledujicich 35 strandch, je z nich jasné obrovské
penzum vykonané prace, které, i kdyz déleno mezi dva studenty muselo byt enormni, Zde bych
se chtél zeptat na délbu prace s Paviem Pitule, jak jste si praci in silico zorganizovali, jak byly
Jednotlivé etapy ¢asové ndroéné, jaké byste dala doporuceni pro nékoho, kdo by se rozhodljif ve
vasich stopdch — nejvhodnéi$i algoritmy, predikéni programy, nejupinéisi a nejlépe anotované
databdze... Dvéma koly selekei a anotac{ byl vybran omezeny set 14 gent, kterymi se Japas o
Sulcova podrobngji zabyvala, jednim z kritérii by existence my$iho ortologu, nebot pro
naslednou funk&ni evaluaci byl zvolen my8$i model nabizejici moZnost pfipravy genovych knock-
outlt. Vybrané proteiny byly zevrubné peclivé anotovany, nasledné vyklonovany, zaklonovany
do MSCV vektort, exprimovény a nalyzovany v B-bunééné lymfoidni linii Wehi 231. Pro



expresi byl zvolen retrovirovy expresni vektor umoziujici fuzi s RFP. Proc jste zvolili RFP?
Pro¢ jste zvolili refrovirovy a ne antivirovy expresni systém? Proc jste zvolili B-bunéénou
Iymfoidni linii, kterd diky své kulovité morfologii a omezenému mnoZstvi cytoplasmy dle mého
nazoru neumozige pozoroval detaily infracelularni lokalizace exprimovanych proteinii?
Bun&¢na lokalizace jednotlivych kandidétnich geni byla zevrubné charakterizovana, byla
nalezena lokalizace do riznych membranovych kompartmentir. Je mozné v sekvenci jednotlivych
proteinit zpétné odhalit motivy lokalizujici je do jednotlivich bunécnych membrdnovych
subkompartmentu? V nékterych pFipadech byla pozorovdna vezikuldrni lokalizace (ERlin2,
Toria, Nipsnap3b) — pokusili jste se o jeji podrobnéjsi charakierizaci kolokalizacit s typickymi
markery? Nakonec byly my$i varianty kandidatnich TRAPG exprimovany v lidské bun&éné linii
JUrkat-EcoR s cilem studovat vliv na expresi ddlezitého aktivaénih markern CD&9. U proteinu
Crtap byla objevena interference s expresi CD69 ~ podobnd, jako v pfipadé experese kontrolniho
proteinu — fosfatdzové domény Shp-1.
piedpokladanym vysledkm. Diskuse je zpracovéna kvaling€, prokazuje autorlinu erudici a
kvalitni praci s literarnimi zdroji. Z textu je zfgjmy jeji nazor na ziskané vysledky, interpretace
jsou logické a dobie podloZené. V piipadé nedostatku relevantpich dat pro jednoznaénou
interpretaci je toto ptiznano a komentovano.

Zavér prace piehiedng shrnuje vysledky a zallefiuje je do kontextu i navrhuje
experimentalni pokradovani.

Celkové hodnotim diplomovou praci Jitky Sulcové jako velice zdafilou, obsahujici

zajimavy problém, ktery je feSen modernimi a adekvétnimi pfistupy. Po formalni a stylistické
strance jsem spokojen. Tuto diplomovou praci samoziejmé doporucuji k ptijeti k obhajobg a

navrhuji jeji hodnoceni vybormne.
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