Oponentsky posudek

Bec. Jan Rasl (2014): Uloha signalni kaskady ERK v regulaci aktinového cytoskeletu a
morfologickych zmén epitelidlnich bunék.

Prace se zabyva studiem vlivu proteinkindzy ERK na periferni aktin kolonii
epitelidlnich bun¢k. Prace ukazuje, ze signalni kaskdda ERK indukuje rozpad epitelidlnich
kolonii a epitelidlni buiiky posléze ziskavaji mesenchymalni zptisob migrace. Pro regulaci
periferniho aktinu vyuziva proteinkinaza ERK svou DEF-vazebnou doménu.

Prace ma 119 stran a drzi se zavedené¢ho ¢lenéni, tj. obsahuje kapitoly: Literarni
prehled, Material a metody, Vysledky a Diskuze. Zavére¢na ¢ast obsahuje prehled literatury,
autor cituje pres 170 odbornych ¢lank.

Po formalni strance je prace velmi kvalitné a peélivé vyvedena. Clenéni je logické a
ptehledné. Prace je psand Cesky a nutno zminit, Ze je psand dobrou CeStinou. Autor se sice
obcas dopustil preklepil, gramatickych chyb a anglického potadi slov ve véte, avSak dle mého
nazoru se téchto chyb dopustil v inosné mife. Vzhledem k rozsahu prace to nepovazuji za
zéasadni nedostatek, ktery by kvalitu prace vyrazné sniZzoval.

Seznam zkratek obsahuje vSechny terminy uzivané v textu.

Literarni prehled svym rozsahem dostatecné pokryva problematiku ptedkladané diplomové
prace. Literarni piehled i dalSi Casti textu provazi Cetnd schémata a obrazky. VEtsi st
obrazkl, jako jsou schémata struktury proteinli, jsou autorem piekreslena a vyvedena
v jednotném grafickém stylu. Osobn¢ tento pfistup ocenuji, vypovida o tom, Ze si autor dal na
své praci dostatecné zalezet.

Kapitoly 2.6 a 2.7 Literarniho tivodu jsou postavené pirevazné na citacich ¢lankt
starych deset a vice let. Pfitom to jsou pravé ty kapitoly, které se bezprostiedné tykaji
experimentalni ¢asti prace. Je Skoda, Ze ty dvé kapitoly nejsou obsahlejsi a nejsou zpracované
s vyuzitim vétsiho poctu recentnich publikaci. I pfesto je Literarni piehled kvalitnim textem,
ktery do hloubky seznamuje ¢tenéie s problematikou ERK signalizace.

Metody jsou piehledné a dostatecné detailni. Z metodické ¢asti je patrno, Ze autor zvladl
cetné laboratorni metody: prace s bunéénymi kulturami, proteinova elektroforéza a western
blot, metody prace s DNA, fluorescencni mikroskopie a mikroskopie v realném case. Navic
nckteré casti, jako je naptiklad pfiprava stabilnich linii, jsou psdny velmi dobie a
srozumitelng.

V zavéru metodické ¢asti jsou obrazky 15-17, které demonstruji selekci bunéénych
linii. Jednd se o vysledky autora price a dle mého nazoru by mohly byt zahrnuty
v experimentalni ¢asti.



Vysledky jsou zpracovany velice dobfe a s logickou navaznosti. Velkou ¢ast vysledki tvori
mikroskopickd pozorovani. Obrazky jsou vyvedeny dostatecné kvalitné a jsou piehledné
popsané. Rovnéz i grafy a vysledky western blotu obsahuji vSechny nezbytné popisky.

Diskuze shrnuje a komentuje dosazené vysledky a dava je do kontextu s literaturou. Text
diskuze je dostatecné obsahly a srozumitelny. K textu diskuze nemdm vaznéjsich ptipominek.
Dle mého nazoru jde o kvalitni védecky text.

Diplomovou priaci Jana Rasla povazuji po formalni, jazykové i experimentalni strance
jako velmi zdafilou a navrhuji jeji prijeti.

M¢ pfipominky a otazky jsem rozdélil do dvou casti. Byl bych rad, kdyby mi autor prace
mohl odpovedét na jednotlivé body z prvni ¢asti. Druha ¢ast obsahuje jen drobné piipominky
a vyhrady.

Otazky a komentare

1) V literarnim Gvodu zmifujete, Ze kinazy Raf, MEK i ERK tvofi dimery. Tyto enzymy
spolu navic interaguji. Znamena to, Zze dochazi ke vzniku supra-molekularnich komplexi? Jak
vysvétlujete sekvencni a prostorovy pienos signalu pies MAPK kaskadu in vivo v bunce?

2) Na stran¢ 33 popisujete periferni aktin a jeho roli pfi hojeni ran. Tzv. ,,Wound healing* je
experiment provadény na zcela rovném sklenéném ¢i plastovém podkladu. Jak to vSak vypada
in vivo? Existuji prace popisujici periferni aktin a jeho roli ve 3D tkani?

3) Pro¢ v laboratofi pouzivate psi bunky? Ve své praci sice vysvétleni mate, ale nijak mi to
neobjasiiuje, pro¢ zrovna psi. Ziskat bunky ledvinového epitelu lze relativné snadno tieba
z mySi. Navic v soucasnosti jsou k dispozici ¢etné mysi linie, které by podminky zminéné
v metodach splnily. S tim souvisi 1 druha otdzka. Ovétovali jste nékteré své vysledky i1 na
jinych liniich epitelialnich bunék (mysich, lidskych)?

4) V metodach na stran¢ 54 neni vysvétleno, jak byla pfipojena znacka FLAG na zacatek
sekvence ERK1/2. Slo o stejny postup jako u HL mutanty, tj. vyménou sekvence ve FLAG-
RACKI1 za ERK?

5) Ve vysledcich (str. 61, 62, obr. 18) popisujete kolokalizaci periferniho aktinu s fokalnimi
adhezemi. Mate pfistup na konfokalni mikroskop, pro¢ jste neud¢lali detailnéjsi zabér této
struktury? Z XZ projekce nemuzete fici, Ze je aktin organizovan do silné¢ho svazku, pouze, ze
ma v daném misté silny signél. Piestoze se u aktinu organizace do svazku ocekéva, jeden
dokumentacni, detailni obrazek by nebyl na skodu.

6) Ve své praci ukazujete, Ze ERK ma vliv na periferni aktin. Da se, naptiklad protilatkou,
urcit, zda je ERK aktivni tfeba jen v buiikach po obvodu kolonie?



7) Na stran¢ 89 piSete: ,,Abychom zabranili pfipadné izolaci dimeru endogenni proteinkinazy
ERK2 s DDNN ERK2, byl lyzat pfed imunoprecipitaci sonikovan. Pfi jakych hodnotach
(podminkach sonikace) dojde k naruseni dimerizace?

8) Na strané 97 (kap. 5.7.1) pisete: ,,Béhem stimulace signdlni kaskddy ERK za pomoci 4HT
v linii ARaf-1:ER MDCK jsme pozorovali nartst v aktivité cofilinu. Je tomu skute¢né tak?
Obr. 45 ukazuje, Ze mezi ¢asem 0 a 0,5 je vyrazny narist ve fosforylaci ERK, zatimco
fosforylace cofilinu je po celou dobu takika neménnd, teprve az v osmé hodiné a pozdégji
zacne klesat. Osobné bych tento obrazek Cetl tak, Ze dlouhodoba inkubace této bunééné linie
s 4HT vede k defosforylaci cofilinu.

9) Sledovali jste zménu exprese nékterych klasickych markert epitelidlné-mezenchymalniho
ptechodu?

Drobné chyby a nepresnosti

Str. 13: Tvrdite, Ze 1,7% znamych lidskych gend koduje proteinkinazy. Toto své tvrzeni mate
podloZeno citaci, nicméné dana prace (jak jeji autofi sami pfizndvaji) vysla jesté¢ pied
dokoncenim sekvenace lidského genomu. Vysledné ¢islo se asi pfili§ nezménilo, ale i tak si

v

myslim, Ze by §lo najit novéjsi udaje.
Str. 14, obr. 1: Ve schématu je tiikrat nad sebou MAPKKK, v textu je to spravné.
Str. 21: Thr386 neni v prolin bohaté oblasti.

Str. 26: Pro presun ERK do jadra po stimulaci sérem citujete praci z toku 1992. Sérum je
komplexni substance a od té€ doby jiz zajisté doslo k identifikaci téch faktort, které tento efekt
vyvolavaji. Soucasné fikate, Ze mechanismus transportu do jadra neni pfesné znam, avSak
hned v nésledujicim odstavci jej detailn€ popisujete.

Str. 28, 29: PiSete, Ze filopodia jsou tenké protruze formované jako svazky nevétveného
aktinu. O dvé véty dale piSete, Ze protruze vznikaji polymeraci a vétvenim aktinu.

Str. 30: Cituji: ,,Vznik nascentnich adhezi je iniciovan shluknutim a a B integrinii. To neni
pravda. a a B integriny jsou ve formé dimeru jiz v transportnich vaccich, které je dopravuji na
membranu.

Dale: ,,Tyto nascentni adheze jsou v prubéhu migrace bud’ degradovéany, nebo jsou...” Nejsem
si jist, Ze dochazi k degradaci nascentnich adhezi, spi§ nedojde k jejich dal$i maturaci a
naslednému rozpadu. V anglickém textu se pro rozpad adhezi pouziva termin ,,disassembly*,
»degradace® neni, dle mého nazoru, vhodny termin.

Str. 39: Formulace: ,,Rozhodli jsme se (...) dokdzat, ze zmény jsou vyvolané signalni
kaskadou ERK.*, neni uplné védecka.



Str. 44: Redéni protilatek. V jedné tabulce mate ,Redéni“, ve druhé ,,Red “, v dalgim sloupci
JRed. «.

Str. 50: Slozeni reakce: celkovy objem - 50 ul; 0,8-1,2 pg/ul templatové DNA... tzn., Ze
v reakci bylo zhruba 50 pg DNA?

Str. 71, obr. 24 a 25: Doporucoval bych ukazat kolonie pfiblizné stejného tvaru. Prostiedni ze
sady obou obrazka vyvolava dojem, ze jde o diru dovnitt kolonie.

Str. 82, obr 32: Obrazek nedostatecné dokumentuje tvrzeni v prvnim odstavci kap. 5.5.2. Na
vSech zobrazenych koloniich lze pozorovat jak semknuté, tak uvolnéné okraje kolonii.
Naruseni mezibunécnych spojlii na tomto obrazku nelze urcit.

Str. 87, obr. 36: Je zaménéna bunécna rychlost a plocha v textu obrazku a v grafu (A, C).
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