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Tézistém predkladané prace je analyza proteinu SIGIRR, z rodiny IL-1R. Tento pomérné Siroce
exprimovany protein je negativnim regulatorem dalsich clen( této rodiny a také receptort z rodiny
TLR. Tato prace se zabyva néktrymi dosud nevyjasnénymi aspekty expresniho profilu, lokalizace a
funkce tohoto proteinu.

V Uvodu své prace autorka podava velmi zdafily a vyvaZzeny prehled literatury, ktery
obsahuje vSechny informace potrebné k pochopeni a porozuméni vysledkové ¢asti. Metodicka ¢ast je
napsana dostatecné podrobné a aZ na vyjimky kompletné pokryva procedury pouzité ve vysledkové
Casti. Ocenit je tfeba i Siroky metodicky zabér této prace. V Gvodu vysledkové casti autorka popisuje
pfipravu expresnich konstruktd proteinu SIGIRR, které pak v dalsi ¢asti pouZiva pro analyzu efekt(
zvysené exprese tohoto proteinu v riiznych bunécnych liniich. Ponékud prekvapivé overexprese
tohoto proteinu nevedla k inhibici signalizace ptres TLR4 v reportérové B-bunécéné linii 70Z/3 ani v linii
1774 myeloidniho plivodu, zatimco analyza peritonealnich makrofagl z mysi s inaktivovanym genem
pro SIGIRR inhibi¢ni funkci tohoto proteinu spiSe potvrzovala. V dalSich kapitolach vysledkové ¢asti
autorka popisuje vysledky analyzy subcelularni lokalizace a molekularnich forem proteinu SIGIRR a
popisuje pfipravu bunécné linie vhodné k pokusiim o identifikaci ligandu tohoto proteinu. Zavérecné
kapitoly se pak vénuji analyze fertility SIGIRR deficientnich mysi a analyze embryi a embryonalnich
bunék z téchto zvifat. Interpretace dat je ve vétsiné pripadd spravna. Na nékolika mistech vsak prace
dospiva i k zavérim, které jsou nedostatecné experimentalné podloZeny nebo jsou znacné
spekulativniho charakteru (konkrétni pfipominky se nachazeji v zavéru tohoto posudku). Diskuse je
zpracovana kvalitné a v odpovidajicim rozsahu.

Po formalni strance je prace uspokojivé zpracovana, kvalita i mnoZstvi obrazkl a tabulek je
postacujici pro spravné pochopeni a zhodnoceni, i kdyz je tfeba fici Ze nékteré méné kvalitni obrazky
a tabulky prejaté z jinych zdroja, které se nachazeji v literarnim Uvodu jsou na hranici ¢itelnosti.
Pouzita literatura je v dostate¢né mire a spravné citovana. Prace je psana slusnou angli¢tinou a
mnozstvi preklepl a gramatickych chyb je v akceptovatelnych mezich.

Celkové lze fici, Ze Zdenikka Hanusova prokazala jak schopnost samostatné prace s védeckou
literaturou a teoretické zvladnuti zpracované problematiky, tak i Sirokou metodickou vybavenost,
a schopnost analyzy komplexnich experimentalnich dat. | pfes nékteré kritické pfipominky, které
mam k vysledkové ¢asti se domnivam, Ze prace spliuje pozadavky na diplomovou praci a
doporucuji ji ke kladnému pfijeti.

Kritické pfipominky a otazky do diskuse:

1. Vlegendé k obrazku 4.5 piSete, ze exprese povrchového IgM v bunééné linii 70Z/3 byla
stanovena pomaoci protilatky proti IgG. Jaké izotypy imunoglobulin( byla zminéna protilatka
schopna detegovat?



2. U transfektant(i J774 byly po aktivaci pomoci LPS pozorovany znacné rozdily v produkci TNF
mezi liniemi transfekovanymi rliznymi konstrukty obsahujicimi nebo neobsahijicimi SIGIRR.
Tyto rozdily se zdaly byt nezavislé na typu vneseného konstruktu. Aby bylo tyto vysledky
mozné néjak interpretovat, bylo by potfeba tuto analyzu provést pro kazdy konstrukt na
nékolika nezavislych liniich. Jinak nelze s jistotou fici, zda SIGIRR inhibuje nebo neinhibuje
signalizaci TLR4.

3. Experiment s aktivaci peritonealnich makrofagt ze SIGIRR”” mysi byl proveden pouze jednou,
takZe na jeho zakladé nelze uskutecnit Zadné jednoznacné zavéry. Presto vysledky ukazujici
zvysSenou expresi IL1B a IL-6 plsobi pomérné vérohodné. V experimentu je pozorovano
zvydeni jak bazalni tak i LPS indukované exprese téchto cytokint SIGIRR” makrofagy. To je
interpretovano jako efekt pouze na bazalni produkci cytokinl nezavislou na LPS a signalizaci
pres TLR4. Dle mého nazoru nelze vyloucit pfitomnost velmi malého mnozstvi LPS ¢i jinych
prozanétlivych komponent v kulture téchto maktrofagl (LPS je napfiklad béZnou kontaminaci
fetdlniho séra), které mohou byt zodpovédné za tzv. bazalni produkci cytokinl témito
makrofagy. Myslim, Ze autorcina interpretace je vtomto bodé velmi spekulativni.

4. Zajimavé je pozorovani odlisnych molekulovych hmotnosti proteinu SIGIRR v rGznych typech
bunék a s pouzitim rliznych typd konstruktd. Autorka dosla k zavéru, Ze nizkomolekularni
formy jsou exprimované v nehematopoetickych burikach, zatimco formy s vyssi molekulovou
hmotnosti jsou v leukocytech. Nicméné na vzorku z mysich ledvin je pozorovatelny SIGIRR o
stejné molekulové hmotnosti jako v leukocytdrni linii J774, zatimco buriky HEK293T, které
také pochazeji z ledvin obsahuji SIGIRR 0 mnohem mensi velikosti. Zkousela jste nékdy
porovnavat pfimo na jednom gelu molekulovou hmotnost konstruktl s C-koncovym HA
tagem a bez HA-tagu? Je mozné Ze C-koncovy tag (HA nebo YFP) néjakym zplsobem
ovliviiuje funkénost konstruktu (napf. inaktivace spojena s agregaci apod.)? Jaké argumenty
mUzZete uvést pro to, Ze konstrukty pouZité pro overexpresni analyzu byly funkéni?

5. Obr. 4.23 — zde mam podobnou pfipominku jako v bodé 3. Experiment byl proveden pouze
1x, coz znacné snizuje jeho interpretovatelnost.
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