Posudek diplomové prace Ivy Truxové ,,Apoptéza nadorovych bunék: role TRAILu a kaspazy 10%

Predlozena diplomova prace Ivy Truxové je pomémné uzce zaméfena na charakterizaci mozného
podjednotce kaspazy 10. Tato mutace byla heterozygotné prokazana u subklonti Jurkat bun¢k J-TRI,
rezistentnich k cytotoxickému ligandu TRAIL.

Diplomova prace na 20 stranach obsahuje velmi podrobny a fundovany literarni piehled vénovany
jak kaspaze 10, tak i ligandu TRAIL jako jednomu z aktivatort vnéjsi apoptotické drahy a tudiz i iniciacnich
kaspaz 8 a 10. Ligand TRAIL byl také v praci pouzivan jako aktivator apoptotické signalizace u testovanych
Jurkat bun¢k a jejich subklonli. V dalsi ¢asti na 30 stranach jsou piehledné a detailn€ popsany pouzivané
nastroje (bunky, média, chemikalie atd.) a metodické postupy. DalSich 18 stran tvoii vysledkova c¢ast
nasledovana ¢tyfmi stranami diskuze a shrnutim vysledkl. Prace obsahuje celkem 85 odkazii na pouzitou
literaturu. Ve vysledkové casti obsahujici 14 obrazkd je presentovano subklonovani a mutageneze lidské
kaspazy 10 (sestfihova varianta D), piiprava expresnich plasmidi pCDNA3-kaspaza 10 a jejich stabilni
transfekce do Jurkat bunék (wt i J-TR1). Po klondlni selekci byla v amplifikovanych klonech jurkat bun¢k
analyzovana exprese vnesené kaspazy 10 a to jak pomoci RT-qPCR, tak i Western blottingu. Jak wt tak i
mutovana kaspaza 10 byly produkovany v klonech Jurkat bunék na urovni mRNA, avsak wt-kaspaza 10 byla
na rozdil od mutované kaspazy 10 minimalné produkovana na proteinové urovni u wt-Jurkat bunck
Testovani aktivity kaspazy 10 v klonech Jurkat wt ¢i J-TR1 bun¢k pomoci fluorescen¢niho substratu AEVD-
AFC ale nepfineslo vyrazny nartst kaspazové aktivity u klond s vnesenou wt-kaspazou 10 ¢i naopak jeji
mozny pokles u klonii svnesenou mutovanou kaspdzou 10 (viz. Obr. 13). Naopak u wt-Jurkat
transfekovanych wt kaspazou 10 dosSlo kupodivu k poklesu jeji aktivity a mutovana kaspaza 10 neméla
v téchto bunikach témét zadny ¢i méla spiSe lehce pozitivni vliv na celkovou aktivitu kaspazy 10 (kromé
klonu 9 — zde byl naméfen témei dvojnasobny pokles v aktivite¢ kaspazy 10). Klon 9 (wt Jurkat s vnesenou
mutovanou kaspdzou 10) pfitom produkoval obdobné mnozstvi kaspazy 10 jako klony 5 a 6, u kterych byl
naopak zaznamenan lehky nartst aktivity kaspazy 10. Vnesena kaspdza 10 (wt ¢i mutovana forma) pak nijak
vyznamné neovliviiovala citlivost wt Jurkat ¢i rezistenci J-TR1 Jurkat bun¢k k apoptéze indukované
cytotoxickym ligandem TRAIL.

V souhrnu se jedna o solidni diplomovou praci, ve které se diplomantka seznamila se Sirokou Skalou
ruznych metodickych pfistupti. Vysledky této prace jsou ale bohuZzel nejednoznacné , ktera by vsak jeste
vyzadovala n€které doplnujici ¢i upfesiiujici experimenty a jejich vysledky (viz nize).

Dotazy a pripominky:

1. Porovnavali jste aktivitu wt a mutované kaspazy 10 také v jinych bunkach — napf. v transientné
transfekovanych bunikaich HEK293, nasledné aktivovanych ligandem TRAIL?

2. Kvili odliseni vnesené kaspazy 10 by asi bylo vhodngjsi pouzivat konstrukt s kratkym N-koncovyn
tagem (napt. FLAG ¢i MYC) — nemél by prekazet pfi jeji interakci s FADD.

3. K vybéru expresniho vektoru — aktivita CMV promotoru (v plasmidu pCDNA3 pouzivaného pro
expresi kaspazy 10) byva v Jurkat epigeneticky potla¢ena — asi by bylo vhodné&jsi pouzit EF1 ¢i jiny
promotor se stabiln€jsi expresi v téchto burnkach.

4. Rekombinantni (aktivni) kaspadzu 10 (a i dal$i kaspazy) lze také pfipravit jako nadprodukovany
aktivni protein v E. coli (viz napt. katalog fy R&D Systems, kat. ¢. 834CP) a tudiz pro ptfimou
analyzu vlastnosti kaspazy 10-A363D by mozna bylo vhodné;jsi ptipravit rek. kaspazu 10 v E. coli a
kromé transfekovanych bunék zjistit vliv této mutace na aktivitu kaspazy 10 i v in vitro testech.

Zavérem bych chtél konstatovat, ze predkladana diplomova prace sleny Ivy Truxové spliuje
kritéria diplomovych praci a doporucuji jeji pfijeti k obhajobé.
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