
Posudek diplomové práce Ivy Truxové „Apoptóza nádorových buněk: role TRAILu a kaspázy 10“  
 

Předložená diplomová práce Ivy Truxové je poměrně úzce zaměřena na charakterizaci možného 
vlivu bodové mutace v iniciační kaspáze-10 A363D vyskytující se poblíž aktivního místa na velké 
podjednotce kaspázy 10. Tato mutace byla heterozygotně prokázána u subklonů Jurkat buněk J-TR1, 
rezistentních k cytotoxickému ligandu TRAIL.  

Diplomová práce na 20 stranách obsahuje velmi podrobný a fundovaný literární přehled věnovaný 
jak kaspáze 10, tak i ligandu TRAIL jako jednomu z aktivátorů vnější apoptotické dráhy a tudíž i iniciačních 
kaspáz 8 a 10. Ligand TRAIL byl také v práci používán jako aktivátor apoptotické signalizace u testovaných 
Jurkat buněk a jejich subklonů. V další části na 30 stranách jsou přehledně a detailně popsány používané 
nástroje (buňky, média, chemikálie atd.) a metodické postupy. Dalších 18 stran tvoří výsledková část 
následovaná čtyřmi stranami diskuze a shrnutím výsledků. Práce obsahuje celkem 85 odkazů na použitou 
literaturu. Ve výsledkové části obsahující 14 obrázků je presentováno subklonování a mutageneze lidské 
kaspázy 10 (sestřihová varianta D), příprava expresních plasmidů pCDNA3-kaspaza 10 a jejich stabilní 
transfekce do Jurkat buněk (wt i J-TR1). Po klonální selekci byla v amplifikovaných klonech jurkat buněk 
analyzována exprese vnesené kaspázy 10 a to jak pomocí RT-qPCR, tak i Western blottingu. Jak wt tak i 
mutovaná kaspáza 10 byly produkovány v klonech Jurkat buněk na úrovni mRNA, avšak wt-kaspáza 10 byla 
na rozdíl od mutované kaspázy 10 minimálně produkována na proteinové úrovni u wt-Jurkat buněk 
Testování aktivity kaspázy 10 v klonech Jurkat wt či J-TR1 buněk pomocí fluorescenčního substrátu AEVD-
AFC ale nepřineslo výrazný nárůst kaspázové aktivity u klonů s vnesenou wt-kaspázou 10 či naopak její 
možný pokles u klonů s vnesenou mutovanou kaspázou 10 (viz. Obr. 13). Naopak u wt-Jurkat 
transfekovaných wt kaspázou 10 došlo kupodivu k poklesu její aktivity a mutovaná kaspáza 10 neměla 
v těchto buňkách téměř žádný či měla spíše lehce pozitivní vliv na celkovou aktivitu kaspázy 10 (kromě 
klonu 9 – zde byl naměřen téměř dvojnásobný pokles v aktivitě kaspázy 10). Klon 9 (wt Jurkat s vnesenou 
mutovanou kaspázou 10) přitom produkoval obdobné množství kaspázy 10 jako klony 5 a 6, u kterých byl 
naopak zaznamenán lehký nárůst aktivity kaspázy 10. Vnesená kaspáza 10 (wt či mutovaná forma) pak nijak 
významně neovlivňovala citlivost wt Jurkat či rezistenci J-TR1 Jurkat buněk k apoptóze indukované 
cytotoxickým ligandem TRAIL.  

V souhrnu se jedná o solidní diplomovou práci, ve které se diplomantka seznámila se širokou škálou 
různých metodických přístupů. Výsledky této práce jsou ale bohužel nejednoznačné , která by však ještě 
vyžadovala některé doplňující či upřesňující experimenty a jejich výsledky (viz níže). 
 
Dotazy a připomínky: 

1. Porovnávali jste aktivitu wt a mutované kaspázy 10 také v jiných buňkách – např. v transientně 
transfekovaných buňkách HEK293, následně aktivovaných ligandem TRAIL? 

2. Kvůli odlišení vnesené kaspázy 10 by asi bylo vhodnější používat konstrukt s krátkým N-koncovýn 
tagem (např. FLAG či MYC) – neměl by překážet při její interakci s FADD.  

3. K výběru expresního vektoru – aktivita CMV promotoru (v plasmidu pCDNA3 používaného pro 
expresi kaspázy 10) bývá v Jurkat epigeneticky potlačena – asi by bylo vhodnější použít EF1 či jiný 
promotor se stabilnější expresí v těchto buňkách. 

4. Rekombinantní (aktivní) kaspázu 10 (a i další kaspazy) lze také připravit jako nadprodukovaný 
aktivní protein v E. coli (viz např. katalog fy R&D Systems, kat. č. 834CP) a tudíž pro přímou 
analýzu vlastností kaspázy 10-A363D by možná bylo vhodnější připravit  rek. kaspázu 10 v E. coli a 
kromě transfekovaných buněk zjistit vliv této mutace na aktivitu kaspázy 10 i v in vitro testech. 

 
Závěrem bych chtěl konstatovat, že předkládaná diplomová práce slečny Ivy Truxové splňuje 

kritéria diplomových prací a doporučuji její přijetí k obhajobě. 
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