Oponentsky posudek diplomové prace
Helena Jindrova: Charakterisace proteinu Naaladase L2

Ukolem diplomové prace Heleny Jindrové bylo vyuzit eukaryoticky expresni systém k expresi
proteinovych konstruktt zahrnujicich extracelularni a intracelularni casti proteinu Naaladase L2
(N-acetylated a-linked acidic dipeptidase like 2 protein). Dale bylo jejim tkolem tyto proteinové
konstrukty purifikovat, pokusit se tento protein charakterizovat z hlediska jeno mozné proteasové
aktivity a otestovat jeho interakci s potencionalnimi intracelularnimi vazebnymi partnery. Protein
Naaladase L2 je transmembranovy protein, vyskytujici se za normalnich podminek na povrchu
bun¢k ledvin a zaludku. V ptipadée patologickych stavii byla jeho exprese identifikovana na fade
dalSich mist; zvlasté vyznamna je skutecnost, Ze jeho zvySend exprese se objevuje u pacientd S
vys$im Gleasonovym skore a znamena tedy horsi prognézu budouciho vyvoje. To déla z tohoto
proteinu nesmirn€ zajimavy cil biomedicinského vyzkumu. Naaladase 2 je blizce piibuzna
s n€kolika dalSimi proteiny, z nichz nejprostudovanéjsim je molekula GCPIL, jejiz vyzkum ma na
pracovisti, na kterém vznikla tato diplomova prace jiz del$i a iispéSnou tradici.

Prace ma 81 stran, 20 obrazki, obsahuje 1 tabulku a je ¢lenéna klasickym zptisobem. Je cela
pséana v dobré angli¢tiné a obsahuje jen malé mnozstvi pieklepti a chyb. V tvodu autorka
seznamuje ¢tenaie s proteiny Naaladase L2, GCPII a jejich homology. Dale se pomérné podrobné
zabyva riznymi metodami pouzivanymi pro vyzkum protein-proteinovych interakci. Nasleduje
vytyCeni cili diplomové prace, metodickd €éast s podrobnym popisem pouzitych technik a
pracovnich postupu, ¢ast piedstavujici ziskané vysledky a jejich diskuse. Praci zakoncuje kratké
shrnuti ziskanych vysledkl a seznam citované literatury.

Vzhledem k tomu, Ze je tento protein ze svého strukturniho a funkéniho hlediska doposud
velmi malo prostudovan, jednalo se o velice zajimavy, do jisté miry pilotni projekt. Jeden z
hlavnich piinost této prace piedstavuje zavedeni a optimalizace metod, Které umoziuji pfipravu
dostate¢ného mnozstvi tohoto proteinu k dalSimu vyzkumu. Pfesto, Ze je protein pfibuzny svému
mnohem lépe prostudovanému homologu, peptiddze GCPII, z vysledkid této diplomové prace je
zieymé, ze z funkéniho hlediska se v pfipadé Naaladasy L2 nejspiSe vliibec nejednd o proteasu a
funkce tohoto proteinu tak zlistdva dosud neznamd. Pozoruhodnym rysem molekuly Naaladase
L2 je také heterogenita proteinového vzorku, jejiz pfi¢ina byla v této diplomové praci studovana
bez nalezeni jednozna¢ného vysvétleni. Velice hodnotnym piinosem prace je i prvni pokus o
proteinti podilejicich se na organizaci cytoskeletu a regulaci bunécného cyklu. Jakkoliv
pfedbéZné tyto vysledky jsou, je nutno brat je v dalSim vyzkumu velice vazn€. Doufejme, Ze se
tato prace stane pocatkem vétsi studie Naaladasy L2, kterd objasni blize jak strukturu, tak funkci
tohoto zajimavého proteinu.

K praci mam nékolik drobnych kritickych pozndmek:

1) Uvodni ¢&ast obsahuje velice podrobny vyklad vénujici se riznym metodam vyzkumu
protein-proteinovych interakci, z nichz ovSem naprosta vétSina pak ve vlastni praci
pouzita neni. Jsem si samoziejmé védom toho, ze znalost téchto metod bude nezbytna ve
stadiu vyzkumu, ke kterému tato diplomova prace bezprostfedné sméfuje, nicméné ma-li



byt uvod opravdu uvodem, mél by podle mého nazoru probirat spiSe témata vztahujici se
k vlastni diplomové praci.

2) Nekteré obrazky by si zaslouzily pied vlozenim do diplomové prace piece jen vétsi péci
(napt. obr. 12, 13 aj.).

3) Pro spravné pochopeni vztahu Naaladase L2 k ostatnim pfibuznym proteinim by mozna
bylo vhodné obohatit srovnani sekvenci na strané¢ 15 také o dalsi homology tohoto
proteinu, které jsou v textu jenom slovn¢ zminény.

K praci mam tyto dotazy:

1. Mite néjakou hypotézu vysvétlujici jiz zminénou heterogenitu proteinového
vzorku Naaladase L2? Mohla by byt pfi¢inou napft. vicendsobna fosforylace?

2. Proteinovy konstrukt AviEXSTL2 obsahuje kromé extracelularni ¢asti proteinu i
celou transmembranovou doménu. M4 to néjaky vyznam? Neni na misté obava, Ze
to snizi stabilitu konstruktu?

3. Bylo mozno zakoncentrovat preparat konstruktu AviEXSTL na vyssi koncentraci
a pokusil se jiz n€kdo o krystalizaci tohoto proteinu?

Pfes uvedené drobné komentafe povazuji tuto praci za velice kvalitni a bylo pro mé velmi

zajimavé a poucné si ji prostudovat. Podle mého minéni splituje vSechny podminky, které jsou na
ni kladeny. Doporucuji proto ptijmout ji k dalsi obhajobé.
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