POSUDEK NA DIPLOMOVOU PRACI

Bc. Denisy Doleckové

Interaktom N-terminalni domény IL-1a

Predlozend diplomova price se zabyva charakterizaci intracelularni funkce N-terminalniho fragmentu
vyznamného cytokinu IL-la, pro ktery byla v posledni dobé redefinovana funkce z Cisté extracelularniho
pleiotropniho cytokinu na signalizacni molekulu s dudlni funkci, vCetné intracelularni, kterou zbyva patficne
molekularné charakterizovat. O to se ve své praci Denisa Doleckova snazi zkonstruovanim rekombinantniho
vektoru pro expresi rekombinantniho N-terminalniho fragmentu IL-1a fizovaného se zelenym fluorescenénim
proteinem, jeho vnesenim do bunék a naslednou charakterizaci intracelularni lokalizace pomoci fluorescenéni
mikroskopie. Autorce se podafilo nalézt podminky, za nichz navodila jadernou lokalizaci N-terminalniho
fragmentu IL-10/GFP a kdy zaroven prokazala ko-lokalizaci tohoto proteinu v jadrech bunék s p53.

V literarnim piehledu autorka na cca 20 stranach vénuje problematice dualni role vybranych chemokinu,
S dirazem na intrakrinni ptisobeni. V centru z4jmu autorky jsou cytokiny z rodiny IL1 a zejména protein IL-
la, jehoz problematika je podana s vy¢erpani v podstaté vSech dostupnych literarnich pramend, z nichz velka ¢ast
je z autor¢iny domovské laboratofe. Tato Cast diplomové prace neobsahuje nadbyteéné obecné informace,
soustfed’'uje se na podstatu problému, obsahuje aktualni relevantni zdroje. V textu mi na nékterych mistech
schazeji ¢arky, obcas podnét, celkove je ale text pomérné Ctivy a ¢tenate dobie uvadi do feSené problematiky

e Na strané 23 je uvedeno, e IL-1a miife byt diky myristylaci kotven v plasmatické membrdané. Jakd frakce
IL-la  je takto posttranslacné modifikovina? MiiZe byt timto zpusobem v burice (moind tkdriové
specificky) imobilizovana urcita frakce prekurzoru i maturovaného proteinu, s moZnymi dusledky pro
intraceluldarni funkci? Kde byste v buiice oéekdvala lokalizaci myristovaného %e |L-1a?

o Na strané 21 je zminéno, Ze do nitra buiiky se interleukin-1o miiZe dostat receptorem zprostiedkovanou endocytozou
a diky piitomnosti jaderného lokalizaéniho signdlu v sekvenci receptoru je moZnd jadernd lokalizace celého
komplexu. Jak si tento pienos topologicky piedstavujete?

Kapitola materidl a metody je piehledné uspofadana a kvalitné zpracovana, umoziuje pochopeni a reprodukovani
experimentdl. Kladem je popis metod jako protokolil, coz umozni vyuzit praci Denisy Doleckové jako laboratorni
manual pii pokra¢ovani a rozvijeni projektu.

oV prdci pouZivite dvé lidské bunécné linie, jednu nenddorovou fibroblastové povahy Mrc-5 a druhou
ndadorovou odvozenou od embryondlnich ledvinnych epitelialnich bunék (HEK 293T). Co vds vedlo
K vybéru pravé téchto linii pro studium intraceluldrni funkce N-termindlniho fragmentu IL-1a?

o Jak jste rozhodla, na ktery konec N-termindlniho fragmentu IL-1« pFipojit GFP?

Vysledky shrnuji ziskana data. Je zfejmé, Ze se autorce podafilo splnit cile své diplomové prace, tedy pfipravit
rekombinantni vektor pEGFP-C1/NTP, dale byl pfipraven vektor pro retrovirovou transdukci tézko
transfekovatelné bunééné kultury Mrc-5 (MigR1/NTP), ktery vSak v praci, ziejmé z ¢asovych divodu jiz nebyl
pouzit. Nepokusili jste se zvysit transfekéni ucinnost pomoci elektroporace, popi. nukleofekci pomoci pristroje
Amaxa? Ptipraveny konstrukt byl pouzit pro transfekéni experimenty a byla charakterizovana lokalizace fuzniho
fluorescencniho proteinu. Na obr. 4.3.1 je zachycena pomérné vysoka autofluorescence v netransfekovanych
buiikach - je to ddno celkové slabou expresi rekombinantniho proteinu, nebo abnormdlné vysokou
autofluorescenci bunééné linie Mrc-1? Autorka dale provedla nekolik pilotnich experimentt, V nichZ se pokusila
ovlivnit intracelularni lokalizaci N-termindlniho fragmentu IL-lo. - vyménami médii, nebo prostiednictvim
ozaieni UV a aktivaci proteinu p53. Pro posledni experimenty jsou uvedena ukazkova mikroskopicka data bez
kvantifikace (napf. pomoci mikroskopického cytometru), ktera bude nezbytna, pokud by se méla jisté zajimava a
prioritni data publikovat.

Celkoveé je mozné hodnotil piedloZenou praci jako kvalitni a peclivé vypracovany prispévek k poznani nové
funkce N-terminalniho fragmentu IL-la. Praci doporuduji k pfijeti k obhajobé a ke kladnému hodnoceni. Je
zfejmé, ze se autorce nepodafilo zrealizovat vSechny planované experimenty (vyuZzit pfipraveny konstrukt
MigR1/NTP, nebo kvantifikovat zmény lokalizace studované¢ho fragmentu v zavislosti na iradiaci UV a aktivaci
p53), predlozené vysledky jsou dobrym zakladem, na némz mize vzniknout kvalitni publikace do diskuse o
intracelularni funkci jisté dalezité signaliza¢ni molekuly.
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