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Posudek oponenta na diplomovou praci Jitky Zajedové “Receptor smrti DR6: interagujici
proteiny a expresni analyza”

Ve sv¢ diplomové préci se Jitka Zajedova zabyvala hledanim proteinti interagujicich s intracelularni
Casti receptoru bunééné smrti DR6, jejich funkénim vyznamem v savéich buiikach, a analyzovala
t¢Z podminky transkripce tohoto genu a zabyvala se studiem jeho promotoru. Programovana
bunéna smrt a signaly vedouci k jeji propagaci nebo naopak potladeni patii mezi horka, a velmi
modnich témata soucasného biomedicinského vyzkumu. Pravem, nebot’ kromé poznani zakladnich
mechanismii bunééné diferenciace a smrti umozZiuji nalézat nové latky fungujici jako modulatory
téchto procesti, z nichZ se dnes rychle stdvaji moderni 1é¢iva branici preddasnému odumfeni
normalnich bunék a slouZicich k eliminaci bunék poskozenych nebo nadorové transformovanych.

Z prace je na prvy pohled vysoké experimentalni nasazeni kandidatky, coz spolu s vynikajicim
pracovnim prostiedi laboratofe Dr. Andéry jisté pfispélo ke kvalit¢ ziskanych vysledkd. Diilezité je
zminit alespon identifikaci 6 proteinil interagujicich s intracelularni ¢asti receptoru bunééné smrti
DRO, z nichZ se potom diplomantka dvéma zabyvala detailngji a studovala je i u savé&ich bunéénych
linii, u nichz se podafilo dosahnout nadprodukce téchto proteinti. Byla sledovana zejména interakce
s DR6 metodou koimunoprecipitace, a dale kolokalizace pomoci bun&énych technik a konfokalni
mikroskopie. Celkovy molekularni obraz DR proteinu byl je$t¢ doplnén detailni analyzu
promotorovych sekvenci genu pro tento protein a specifickych regulatort jeho exprese.

Ziskan¢é vysledky zpracovala diplomantka do predkladané prace, kterd ma rozsah 83 stran, a
obsahuje 20 obrazki, 9 tabulek a 89 literarnich odkazi. Uvod prace zahrnujici informaéné bohatou
problematiku ligand a receptorii buné¢né smrti a zplsoby jejich signalizace je zpracovan za
pomoci péknych obrazki velmi prehledné. Metodika prace je prehledna a vycerpavajici, umoznuje
reprodukovat provedené vysledky. Pongkud rusivy je pouze odkaz (str.33) na komeréni navod typu
experiment byl provadén dle navodu umisténého v soupravé, ktery ma pro &tenate téméi nulovou
informacni hodnotu: Iépe by bylo uvést hned za navodem odkaz na odpovidajici internetové stranky
s piisluSnym protokolem. Vysledky experimentl jsou popsané piesné, a podrobné diskutovany
véetn€ navrhl na ptipadné dalsi experimenty.

Po formalni strance je prace na vynikajici urovni, téméf neobsahuje 7adné nejasnosti ani preklepy.
Je evidentni, Ze pripravé prace byla vénovana maximalni pozornost i dostatek asu. K celé praci
mam proto z tohoto hlediska jen naprost¢ minimum p¥ipominek, které dale pro potieby autorky
uvadim. Latka o vzorci CNBr se nenazyvd ur¢ité bronidokyanatan, ale bromkyan nebo
kyanobromid. Na str. 12 je sdéleni, Ze cytoplasmaticky protein je piitomny v endosomech, které by
si asl zaslouZilo detailngjsi komentaf, nebot’ standardné se proteiny dostavaji bud’ do cytoplasmy
nebo do endosomd, a to za dosti odlisnych podminek. Formulaci cysteinové miistky na str. 16
povazuji za dosti neobvyklou, navic chemicky nespravnou: oznadeni cystein je vyhraZeno pro
redukovanou formu této aminokyseliny, takze mistek by mohl maximalng byt cystinovy, spise v8ak



disulfidovy. U seznamu pouzivanych protilatek na str. 30 je uveden piivod pouze nékterych z nich.
Na str. 34 1 jinde v praci se dovolavate kapitol 1.25, 1:42 apod., které v8ak v praci neexistuji.
Seznam literatury je zfejmé tvoren anglickym reference managerem, ale oznaéeni p. pro strankovy
rozsah jste méla v ¢esky psané praci vynechat.

Ke kandidatce a jeji praci mam nasledujici dotazy:

1. V literarnim uvodu (obr. 1) mne zaujal sekretovany protein nesouci tzv. smrtici doménu. M4 tato
doména néjaky funkéni vyznam u extracelularnich proteini?

2. Uvadite, ze bakteridlni protein obsahujici histidinovou kotvu jste po analyze na SDS
clektroforese pouzila pro imunizaci kralikd. MiZete vysvétlit, v jaké podobé pfesné se pro tento
ucel protein pouzil ?

3. U popisu vysledkii na str.55 a str. 60 se uvadi, Ze produkované proteiny jsou oznacené
hveézdickou. Znamena to, ze ostatni proteiny, které nejsou hvézdickou oznadeny, produkovany
nebyly?

4. Z kolokaliza¢nich vysledki na obr.13 se zd4, Ze zatimco samotny DR6 je lokalizovany jednak na
bunééném povrchu a jednak v endosomech, nachazi se SNX3 pouze v endosomech. Je mozné, Ze
interaguje s DR6 pouze v pribéhu jeho biosyntézy nebo naopak degradace, a na bunécny povrch se
nedostava?

5. Zaujal mne Va§ nézor, ze vysledky ziskané v kvasinkovych buiikich je potiebné ovéfit té7 v
“pfirozengj8im” prostfedi bun¢k sav¢ich. Jestlize ovéem vyvolame dle Vasi strategie v savcich
buiikach nepfirozené vysokou nadprodukei hned dvou proteinti, abychom Je mohli dobfe studovat,
jedna se opravdu jesté o “pfirozené” podminky. Zajimal by mne Vas§ nazor, protoze metodika
nadprodukce studovanych proteinti v savéich burikach je v molekularni biologii hojné pouzivana.

Zaverem bych rad zdiiraznil, Ze predkladand diplomova prace jak po strance experimentéalniho
vypracovani tak i po strance formalni nejen splituje, ale i daleko prekratuje pozadavky kladené na
diplomov¢ prace na katedfe biochemie PYFUK. Rad proto doporuduji praci k obhajobé¢, a preji
kandidatce mnoho §tésti v jejim dal§im experimentalnim snaZeni.
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