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Posudek oponenta na diplomovou praci Terezy Havlové “Charakterizace nového
transmembranového adaptorového proteinu TRAP2 v buiikach lidskych leukocyti”

Ve své diplomové praci se Tereza Havlova zabyvala bioinformatickou identifikaci, klonovanim a
molekularni charakterizaci nového adaptorového proteinu lidskych leukocyti. Hledani novych
adaptorovych proteint kritickych pfi signalizaci v bunikdch imunitniho sytému je jednim z horkych
témat soucasné imunologie, ma nejen velky teoreticky, ale téz prakticky vyznam. Je nepochybné, ze
lepsi poznani molekularnich mechanismi signalizace v bunikach imunitniho systému vede a bude
vést k navrhu novych 1é¢iv proti fad€ zdvaznych humannich onemocnéni. Pii feSeni svého tématu
byla navic diplomantka v ponékud privilegovaném postaveni, nebot’ provadéla své experimenty na
pracovisti svétového jména, které mj. proslulo pravé objevem novych transmembranovych adaptori
(PAG, N-TAL a dalsi).

Z prace je na prvy pohled zfejmé ohromné experimentalni nasazeni kandidatky, ktera ziskala fadu
zajimavych vysledkd. Po tvodni bioinformatické analyze a vytipovani studované molekuly ispésné
zvadla jeji molekularni klonovani stejné jako bakterialni produkei ptisluiného proteinu pro piipravu
monoklonalnich protilatek. Diplomantka dale analyzovala pomoci kvantitativni real-time PCR a
imunoblotu expresi isoforem molekuly TRAP2 u jednotlivych leukocytarnich frakci. ProtoZe
exprese se soustfeduje zejména na subpopulaci lymfoidnich bunék, byla dale exprese
charakterizovana u lymfoidnich bunéénych linif. Vzhledem k nizké endogenni expresi bylo dale
nezbytné vytvorit transfekované linie s vyssi urovni exprese, které dale umoznili studovat bunéénou
lokalizaci proteinu TRAP2 a jeho orientaci a distribuci v plasmatické membrané.

Ziskane vysledky zpracovala diplomantka do predkladané prace, kterd ma rozsah 87 stran, a
obsahuje 17 obréazkd, 3 tabulky a 98 literarnich odkazi. Uvod prace zahrnujici informaéné velmi
naro¢nou problematiku buné¢né signalizace v imunitnim systému je zpracovan za pomoci p&knych
obrazku piehledn€ a stru¢né, obsahuje i nejnovejsi literarni poznatky. Metodika prace je piehledna a
vycerpavajici, umoziuje reprodukovat provedené vysledky. Ponékud rusivy je pouze ¢asty odkaz na
komeréni navody, kdy by bylo moZzn4 vhodné pro lepsi orientaci ¢tendie uvést hned za navodem
odkaz na odpovidajici internetové stranky s prisluSnym protokolem. Vysledky experimentl jsou
popsané presné, a podrobné diskutovany vcetné navrhili na piipadné dalsi experimenty.

Po formalni strance je prace na vynikajici trovni, téméf neobsahuje zadné nejasnosti ani preklepy.
Je evidentni, Ze piipravé prace byla vénovana maximalni pozornost i dostatek ¢asu. K celé praci
mam proto jen minimum pfipominek, které dale pro potieby autorky uvadim. Pii uvadéni enzymu
(str. 5 a dale) davate prednost progresivnimi pravopisu (peroxidaza, katalaza), ackoliv na katedre
spiSe tihneme k tradi¢ni formé&. Na str. 12 dole je nelogicka véta “CD4 napomahaji vazbé MHC
glykoproteint IL tfidy (tzv. Th lymfocyty). Na str. 15 je zkratka MHC gp, ktera neni uvedena v
seznamu zkratek. Na str. 16 je neobvykla formulace “V nasledujicim piehledé”. Na str.20 je u
popisu PTB domény neobvykla formulace “skladaji se z f-sandwiche, asi bych preferoval pocestélé



slovo “sendvice”. Na str. 32 a 33 chybi u mnohych chemikalii jakykoliv udaj o jejich &istot&. Na str.
72 bych povazoval za pfirozengjsi psat slovo piirozené s jednim n.

Ke kandidatce a jeji praci mam nasledujici dotazy:

lNa jedné prednasce Vas Skolitel uvadél, Ze pocet transmembranovych adaptorti ddlezitych v
&gnahzam lymfocytd se jiz nebude piili§ zvySovat, pfesto viak Vami provedena bioinformaticka
analyza svedci o jejich dals$im narustu. MiiZete komentovat na zakladé Vasi analyzy celého lidského
genomu jaky pocet téchto molekul se bude u leukocytii zhruba celkové vyskytovat?

(2. V dvodu na str.11 uvadite, Ze “Efektorovou ¢asti imunitniho systému jsou nejriizngjii druhy
bllych krvinek”. Md imunitni systém jesté jiné efektorové komponenty.

J V uvodu jste velmi dobfe zpravovala tlohu membranovych mikrodomén pfi signalizaci u
Teukocyt, ale téméf se nezmifujete o tzv. imunologické synapsi. MiiZete béhem obhajoby uvést vas
nazor na ulohu tohoto signaliza¢niho utvaru.

4. Zajimalo by mne, jak jste odméfovala 0.3 pl primeru v protokolu uvadéném na str. 38.

5. Na str. 50 mne zaujalo pouziti peroxidasy s niklem k detekei rekombinantnich proteind s His,
kotvou. Je néco znamo o chemické povaze této “niklované” peroxidasy? Na str. 53 se uvadi, Ze
okraje sklenénych sklicek byly oSetfeny lakem na nehty. Pro¢?

(6. )V bioinformatické ¢asti vysledkd uvadite jako ¢islo hodnocenych genovych produktéi 41062.

dpmalo by mne, jak jste k tomuto ¢islu dospéla.
7.V pocatecni bioinformaticke ¢asti Vasi prace jsem se obtizné orientoval. Nebylo mi jasné, jakou
Cast této prace jste provadéla Vy sama, jakou &ast provadél Dr. Paces z UMG, a jakou &ést provadéli
“jini pracovnici nasi laboratofe”. Dile mi nebylo jasné, jak se ze 149 kandidatnich geni vybraly 4
TRAP proteiny, a jak tento vybér souvisel s dal§imi podmnoZinami obsahujicimi 87 resp. 11 geni
uvadénymi v Tabulce 1. Muzete prosim vysvétlit?

(8. Na str.65 jsem uplné nerozumél vysledklim produkce TRAP2 proteind v bakteriich. Podle
sekvence na obr. 6 obsahuje tento protein 134 aminokyseliny, takZe by jeho predikovana velikost
mela byt asi 15 kDa. Vysledkem proteinové produkce je oviem u GST-TRAP2 fize protein o
velikosti asi 50 kDa, zatimco u His-TRAP2 proteinti pozorujeme zény o velikosti 30 a 20 kDa.
Miizete n€jak komentovat tyto vysledky? Je Cistota Vami piipravenych proteinti dostateéna pro
navrhované aplikace?

9. Jakym zplisobem byly ziskany dendritické buriky v experimentu na str. 67?

10. Vysledky uvadéne v obr. 12 na str. 69 mi nepfipadaji prikazné. Nepochybuji, Ze byl experiment
navrzen i proveden s maximalni peclivosti, a obsahoval naleZité kontroly. Piesto je obtizné uvéfit,
ze témei neviditelné prouzky u linie Ramos a CEM odpovidaji opravdu TRAP2 proteinu.
Nepokusila jste se potvrdit expresi proteinu v téchto bunéénych liniich jinymi metodami, napfiiklad
kvantitativni RT-PCR?

Zavérem bych rad zdiraznil, Ze pfedkladana diplomova prace jak po strance experimentalniho
vypracovani tak i po strance formalni nejen spliuje, ale i daleko piekracuje pozadavky kladené na
diplomove prace na katedie biochemie PfFUK. Rad proto doporucuji praci k obhajobe, a preji
kandidatce mnoho §tésti v jejim dalsim experimentalnim snazeni. . ,
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