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Véc: Oponentsky posudek na dizertacni praci

Dizerta¢ni prace Lenky Doubravské "Wnt signaling inside out” je pfedkladana jako soubor
Ctyt publikaci v kvalitnich impaktovanych ¢asopisech, pticemz dvé z nich jsou prvoautorské.
Vyse uvedny fakt opraviiuje autorku k podani dizerta¢ni prace ve formé souboru piedmétnych
¢lankti doprovozenym stru¢nou literarni reSer$i a komentafi k dosazenym vysledkim. Jak
nazev dizertaCni prace napovida, Lenka Doubravskd béhem svého studia zverubné studovala
Whnt signalni drahu na vSech urovnich, tj. strukturu vlastniho Wnt ligandu, problematiku
ptenosu signalu od receptoru k bunéénému jadru a na zévér faktory ovliviiujici transkripci
Whnt responzibilnich genti na jaderné urovni. Tento hiearchicky piistup (od ligandu k jadru) je
patrny i V ramci struktury literarni reSerSe, ktera velmi piehledné a poutavé uvadi ¢tenafe do
feSené problematiky. Na membranové Grovni autorka klade diraz na strukturu a funkci Wnt
ligandt, hlavné z pohledu posttranslacnich modifikaci zahrnujicich acylace a glykosylace.
V této souvislosti se dale zabyva kli¢ovou roli HDL lipoproteinu a mezibunééné hmoty
V ramci transportu takto modifikovanych Wnt proteinti. Dalsi kapitoly jsou po té vénovany
Frizzled receptorim a LRP koreceptortim. Na cytoplasmatické urovni ptredkladatelka nejprve
obecné popisuje proteinové interakce v ramci Wnt signalni kaskady bez navazaného a posléze
S navazanym ligandem. Nasledujici kapitoly Lenka Doubravské vénuje podrobnéjSimu popisu
struktury a funkce klicovych hracd jakymi jsou proteiny Dishevelled, APC, B-TrCP a § —
katenin. Skutec¢nost, ze polovina dizerta¢ni prace (dvé publikace ze Ctyt) se zabyva proteiny
ovliviiyjicich transkripci Wnt responzibilnich genli, se odrazila na zevrubném avsak
piehledném popisu udalosti odehravajicich se na jaderné trovni (struktura a funkce TCF/LEF

DNA vazebnych faktorii véetné jejich piislusnych represort a koaktivatort.

Kapitola Vysledky a diskuze jasné a piehledné komentuje ptedlozené publikace. Prvni
prace, uvetfejnénd v Casopise Cellular Signalling (IF = 4,243) je prvoautorska a zabyva se

vlastnim Wnt ligandem, respektive vlivem acylace (palmitylace) cysteinu a serinu na



schopnost sekrece Wnt z bunky a klicové vazby s extracelularni matrix. Experimenty zalozené
na mutacich vySe uvedenych aminokyselinovych rezidui vedly k zavéru, ze palmitylace na
serinu je nezbytna pro tutéz modifikaci na cysteinu. Dale pak bylo v publikaci ukazano, ze
kompletn¢ deacylovany Wnt ligand ztraci svou aktivitu, a to i1 pfes to, Ze je stale sekretovan
zbunék. Na rozdil od acylované formy neni tento mutovany ligand schopen vazby s

mezibunénou hmotou a pravdépodobné je tak znemoznéna jeho migrace.

Druha, taktéz prvoautorska publikace, otisténa v Casopise Apoptosis (IF = 4,397)
pohlizi na Wnt kaskadu jako na signalni drahu nepfimo se tcastnici inhibice apoptdzy u
lidskych leukemickych bunék. Za normdlnich okolnosti je apoptdza u téchto bunck spusténa
aplikaci ligandu Apo2L/TRAIL, ktery se vaze na receptory smrti DR4 a DR5. Kokultivae pre-
B bungk s krysimi embryonalnimi fibroblasty produkujicimi Wntl nebo Wnt3a blokovala
spusténi apoptézy pre-B bunék po ptfidani vyse zminéného Apo2L/TRAIL ligandu.
Ptedkladatelka na druhou stranu zjistila, Ze pfitomnost Wnt molekul je sice podminkou
nutnou, nikoliv vSak postacujici vzhledem Kk tomu, ze kokultivace s jinymi typy bunck
exprimijicich Wnt ligandy k inhibici apoptdzy nevedla. Jak autorka spravné vyvozuje, tento
fenomén je jisté velmi zajimavy z pohledu objasnéni rezistence fady primarnich nadorti na

ligand TRAIL.

Zbylé dvé publikace se zabyvaji interakénimi partnery transkripniho faktoru TCF4,
ktery se idastni piepisu Wnt dependentnich gend. Clanek uvefejnény V prestiznim asopise
Nucleic Acids Research (IF = 7,836) se tyka proteinu Dazap2, ktery patii mezi vyznamné
faktory podilejici se na zdarném vyvoji srdce a nervové soustavy. Autorka V této praci
potvrdila dosud nepopsanou funkci tohoto proteinu jako interak¢éniho paretnera transkripéniho
faktoru TCF4. Dikazem byla imunofluorescenc¢ni kolokalizace obou proteinli a snizena
transkripce Wnt dependentnich gent po sniZeni celkového mnoZstvi Dazap2 faktoru. DalSim
studovanym interakénim partnerem TCF4 byl protein HIC1. V publikaci otisténé v taktéz
prestiznim ¢asopise EMBO Journal (IF = 10,124) autorka ukazuje na velmi zajimavy fenomén
regulace Wnt signdlni kaskady pomoci jadernych télisek, do kterych je soustfedén kliCovy
TCF4 transkrip¢ni faktor spolu s B-kateninem. Takto deponované proteiny pak nemohou plnit
svou funkci a jedna se o tudiz o negativni regulaci. Pfedkladatelka prokazala kli¢ovou tlohu
proteinu HIC1 v ramci formovani vyse uvedenych télisek s poukazem na potencial tohoto

proteinu pii [é€ebné terapii nadort, kde je tento faktor umlcéen.



Formalni stranka dizertaéni prace je na velmi dobré urovni. Celad prace je psana
kvalitni angli¢tinou, ktera se velmi dobfe ¢te. To bohuzel nelze fici o piedloZzené Ceské verzi
autoreferatu, ktery je naopak psan misty kostrbaté a néktera slovni spojeni ptimo "tahaji za oci
¢i usi’. Tyto drobné vytky nikterak nesnizuji kvalitu piedlozené dizerta¢ni prace. Vyznam
dosazenych vysledkli se bezpochyby odrazi i v kvalit¢ Casopist, ve kterych byly publikace
otistény. Na zavér bych podotknul, Ze Lenka Doubravska bez pochyby prokazala schopnost
samostatné védecky pracovat, dosazené vysledky jasn¢ a piesné¢ formulovat a obhdjit pred
redakénimi radami kvalitnich védeckych Casopisti. Nezbyva mi tedy nic jiného, a jsem tomu
velmi rdd, nez konstatovat, ze predlozend dizertani prace spliuje vysoké naroky oborové

rady. Timto doporucuji praci pfijmout a umoznit tak Lence Doubravské udéleni titulu Ph.D.
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