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Oponentsky posudek na disertacni praci Mgr. Zdenky Drastichové
CELL SIGNALLING AND MOLECULAR COMPLEXES OF THE TRH RECEPTOR

Predkladand disertacni prace Mgr. Zdenky Drastichové zabyvajici se studiem bunécné signalizace a
molekularnich komplex( receptoru TRH byla vypracovana na zakladé vysledkd prace ziskanych v
pribéhu jejiho doktorandského studia na Katedre fyziologie Prirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy v Praze v rdmci studijniho programu fyziologie ZivocdichG Univerzity Karlovy v Praze pod
vedenim RNDr. Jifiho Novotného, DSc. Bunécnd signalizace skze receptory spfazené s G-proteiny
reguluje celou fadu dileZitych bunécnych a tkanové specifickych funkci - lidsky genom obhahuje pres
1000(!) gen( kddujicich tyto receptory. Vyznam této signalizace pro lidskou medicinu podtrhuje
skutecnost, Ze vice neZ polovina v soucasnosti prodavanych lé¢iv plsobi skrze tuto rodinu receptoru.
Lze predpokladat, Ze detailni pochopeni tohoto typu bunécné signalizace umozni vyvoj novych
cilenych Iéciv pouzitelnych v Sitokych oblastech mediciny.

Prace si kladla tyto specifické cile: a) studovat proteom membranové obohacenych frakci po
dlouhodobé stimulaci modelovych bunék HEK293-E2M11 s ektopickou expresi receptoru TRH a G-
proteinu G 41; a b) charakterizovat molekuldrni kompexy receptoru TRH a proteinu G 45 a c) sledovat
efekt TRH na stabilitu komplext vytvarenych obéma proteiny. Pro uskutecnéni téchto cili bylo
potifeba vypracovat nékteré nové C¢i adaptovat zabéhlé metody, za zminku stoji izolace
membranovych frakci pomoci perkolového gradientu, ktera je zcela novym pristupem.

Prace je vypracovana v anglickém jazyce a je psana klasickym stylem v obvyklém ¢&lenéni na Uvod,
Cile prace, Literdrni prehled, Metody, Vysledky, Diskuze, Shrnuti a Seznam literatury. Ke konci textu
je pfifrazen dodatek obsahujici kopie dvou publikaci a jeden rukopis v pfipravé, které obsahuji
prevaznou c¢ast vysledkd. Nutno vyzdvihnout, Ze prace je napsana velmi dobrou anglictinou,
s peclivym grafickym zpracovanim, bez formalnich nedostatkl a témér bez preklepd.

Literarni prehled je velmi rozsahly, psany logickou a velmi c¢tivou formou, obsahuje velmi podrobné
informace tykajici se témér vSech aspektli bunécné signalizace skrze receptory sprazené s G-proteiny
a svéddi o autorciné detailnim vhledu do studované problematiky. Jedinym drobnym nedostatkem je
absence fyziologickych funkci receptoru TRH v posledni kapitole (napfr. tkanova exprese, apod.), tyto
informace by ¢tenafi umoznily lepsi vhled do experimentalné studované problematiky, predevsim
Casti tykajici se interpretace proteomickych dat.

Metodicka ¢ast obsahuje vSechny potfebné Udaje nutné pro reprodukci experimentll, opét je
zpracovana velice peclivé. Lepsi orientaci vtextu by prospélo grafické znazornéni bunécné
frakcionace a popis standardizace metod — napf. ovéreni ztrat v jednotlivych krocich béhem izolace
frakci, které slouZily jako vychozi pro dalsi experimenty. Opét musim zd(raznit, Ze zvladnuti pouzitych
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metod bunécéné frakcionace a separace proteinll a proteinovych komplext (2-D PAGE a CN-PAGE)
vyzadovalo zna¢nou technickou zruénost, coz autorka ve vysledkové ¢asti presvédcivé prokazala.

Z vysledkové Casti je ziejmé, Ze zadané cile dizertacni prace byly splnény. Experimenty odpovidaji na
kladené otazky a interpretace dosazenych vysledk( je adekvatni. Podstatna cast experimentalnich
vysledk( tohoto vyzkumu byla jiZz publikovana ve dvou vyznamnych mezinarodnich impaktovanych
Casopisech (J. Cell. Biochem. , IF 3.122 a Cell Struct. & Funct., IF 3.265) a tedy prosly nezavislym
recenznim Fizenim. RovnéZ rukopis tfeti prace probéhl recenznim fizenim a je nyni v tisku. Mgr.
Drastichova je prvni autorkou na vsech tfech publikacich. Za jeden z vyznamnych vysledk(l povaZzuji
charakterizaci zmén exprese a lokalizace membranovych proteint v pribéhu dlouhodobé stimulace
TRH, kde prekvapivym ndlezem byla fada mitochondridlnich proteini a proteini ucastnicich se
regulace apoptdzy. RovnéZz studium komplex( receptoru TRH a G-proteinu Gg/11 pomoci
nedenaturujici elektroforézy poskytlo fadu zajimavych dat obtizné ziskatelnych jinymi pFistupy.

V navazujici kapitole jsou ziskané vysledky adekvatné interpretovany a diskutovdny vzhledem
k sou¢asnym poznatklm jinych experimentatorld. Pouze v kapitole 6.1. diskutujici alterace
membranovych proteinll po dlouhodobé expozici TRH postradam lepsi organizaci a pokus o
interpretaci ziskanych dat vzhledem k nestejné dlouhému plsobeni TRH pouZitého v rliznych
experimentalnich modelech pfi sledovani efektd na regulaci apoptdzy. Neni také diskutovana
prenositelnost nalez(i pouZitého experimentalniho modelu na ,fyziologické” prostredi pUsobeni
receptoru TRH.

Autoreferat je vystiznym shrnutim dizertaéni prace a po formalni strance bez nedostatk.
Otdazky:

1. Jednim zcilG (specificky cil 2) bylo sledovat zmény v 2-D proteinovém profilu po dlouhodobé
aktivaci bunék HEK293-E2M11. Vzhledem ktomu, Ze jde o uméle vytvofeny model (ektopické
exprese receptoru TRH a podjednotky trimerniho G-proteinu Ggi1), vliv této stimulace na
membranové proteiny nemusi byt nutné prenositelny na fyziologické podminky aktivace signalni
drahy TRH. UvaZuje autorka o naslednych experimentech, jak ndlezy ovéfit na ,pfirozeném“ modelu
signalizace?

2. Béhem CN-PAGE m{ze nastat situace, kdy dva proteiny jsou soucasti komplex( o stejné migraci.
Jak Ize za pouZiti této metody ovéfit, zda komigrujici proteiny jsou soucasti stejného komplexu?

3.V nékterych experimentech (5.18, 5.23) byl efekt nékterych detergentl na stabilitu komplex(
receptoru TRH v priibéhu dlouhodobé stimulace bunék TRH protichldny (Brij 56 vs. Triton X-100 ¢i
digitonin vs. ChAPS). Jak Ize toto vysvétlit a bylo by mozné uvedeného jevu experimentalné vyuzit pro
ziskani dalsich informaci ohledné studovanych komplext?

4. Zajimavé by bylo studovat dynamiku vsech typu (velikosti/migrac¢nich rychlosti) komplext
v jediném experimentu (tj. na jednom CN-PAGE gelu/blotu). Ve vysledkové ¢asti jsou komplexy rizné
kategorie velikosti prezentovany zvlast. Jaky to mélo divod?
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Zavérem shrnuji, ze mi bylo velkym potéSenim posuzovat predloZzenou disertacni praci pro jeji
vysokou ,vzorovou“ kvalitu jak po strdnce experimentalni, interpretacni i formadlni, kdy dosazené
vysledky jsou vyznamnym pfispévkem k nasemu porozuméni molekuldrni funkce signdlni drahy
receptoru TRH. Prace dokumentuje autoréinu schopnost védecké prace, experimentdlni zru¢nost,
odvahu k metodickym inovacim a vytrvalou cilevédomost.

Podle mého nazoru prokazuje predloZend prace zpUsobilost Mgr. Zderiky Drastichové k tvarci
védecké praci a odpovidad poZadavkim kladenym na doktorandskou disertacni préci. Proto
doporucuji, aby prace byla pfijata jako zaklad pro fizeni o udéleni védecké hodnosti PhD.

V Praze 4. ¢ervna 2012

MUDr. Zdenék Hodny, CSc.
Oddéleni integrity genomu
Ustav molekuldrni genetiky AV CR, v.v.i.

e-mail: hodny@img.cas.cz
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