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Posudek oponenta na diplomovou práci Terezy Havlové..Charakterizace nového
transmembránového adaptorového proteinu TRAP2 v buňkách lidských leukocytů''

Ve své diplorrrové práci se Tereza Havlová zabývala bioinformatickou identiÍikací, klonovánínr a
moiekulárrrí charaktertzaci nového adaptorového proteinu lidských leukocýů. Hledání nových
adaptorových proteinů kritickýcli při signalizaci v buňkách imunitního sýému je jedním z horkých
témat současné imunologie, má nejen velký teoretický' a|e téŽ praktický význam. Je nepochybné, že
lepší poznání molekulárních mechanismťr signalizace v buňkách imunitního systému vede a bude
vést k návrhu nových léčiv proti Ťadě závažných hrrmánnícl.r onemocnění. Při řešení svého tématu
byla navíc diplomantka v poněkud privilegovaném postavení, nebot'prováděla své experimenty na
pracovišti světového jména, které mj. proslulo právě objevem nových transmembránových adaptorů
(PAG, N-TAL a další)'

Z prtrce je na prvý pohled zřejmé ohromné experimentální nasazení kandidátky' která zísi<ala řadu
zajímavých výsledků. Po úvodní bioinťormatlcké analýze a výipování studované molektrly úspěšně
zvád|ajejí molekulámí klonování stejně jako bakteriální produkci příslušného proteinu pro př.ípravu
monoklonálních protilátek' Diplomantka dálre analyzovala pomocí kvantitativnÍ real-time PCR a
imunoblotu expresi isoforem molekuly TRAP2 u jednotlivých leukocýárních frakcí. ProtoŽe
exprese Se soustřed'uje zejména na subpopulaci lymfoidních buněk, byla dále exprese
charakterizována u l1,rnfoidních buněčných linií. Vzhledem k nízké endogenní expresi bylo dále
nezbýné vývořit transfekované linie s vyšší úrovní exprese' které dále umoŽnili studovat buněčnou
lokalizaci proteinu TRAP2 a jeho orientaci a distribuci v plasmatické membráně.

Získané výsledky zpracovala diplomantka do předkládané práce, která má rozsalr 87 stlan, a
obsahuje l] obráz\<tt, 3 tabulky a 98 literámích odkazů. Uvod práce zahrnr-rjící informačně velmi
náročnou problematiku buněčné signalizace v imunitním systému je zpracován za pomoci pěknýclr
obrázků přehledně a stručně, obsahuje i nejnovější literámí poznatky. Metodika práceje přehledná a

vyčerpávající, umoŽňuje reprodukovat provedené výsledky. Poněkud rušivý je pouze častý odkaz na
komerční návody, kdy by bylo moŽná vhodné pro lepší orientaci čtenáře rrvést hned za návodenr
odkaz na odpovídající internetové stránky s příslušným protokolem. Výsledky experimentů jsou
popsané přesně, a podrobně diskutovány včetně návrhů na případné další experimenty.

Po fonnální stránce je práce na vyrikající úrovni, téměř neobsahuje žádné nejasnosti ani překlepy.
Je evidentni, Že pŤipravě práce byla věnována maximální pozornost i dostatek časrr. K celé práci
mám proto jen minimr-rm připomínek, které dále pro potřeby autorky uvádím. Při rrvádění enz1mťr
(str. 5 a dále) ďáváte přednost progresivními pravopisu (peroxidáza, kata\áza), ačko1iv na katedře
spíše tíhneme k tra{iční ťormě. Na str. 12 dole je nelogická věta*CD4 napomáhajivazbě MHC
glykoproteinů II. třídy (tzv. Tlr lymfocýy).Na str. 15 je zkratka MHC gp, která není uvedena r,

Sezl]amu zkratek. Na str' 16 je neobvyklá fotmulace ..V následujícím přehledě''. Na str.20 je u
popisLr PTB domény neobvyklá formulace ..skládají se z B-sandwiche, asi bych preferoval počeštělé



r

Slovo ..sendviče''' Na str. 32 a 33 clrybí u mnohých chemikálií jakýkoliv ťrdaj o jejich čistotě. Na str'
72bych považoval zapŤírozenější psát slovo přirozeně s jedním n.

Ke kandidátce a její práci mám následrrjící dotazy:

úNu jedné přednášce Váš školitel uváděl, Že počet transmembránových adaptoru důležitých v
signalizaci lymfocýů se jiŽ nebude příliš zvyšovat, přesto však Vámi provedená bioinformatická
ana|ýza svědčí o jejich dalším nárustu. MůŽete komentovat na záklaďě Vaší ana|ýzy celého lidského
g€nomu jaký počet těchto molekul se bude u leukocýů zhruba celkově vyskýovat?
g V úvodu na str.11 uvádíte, Že*Efektorovou částí imunitního systému jsou nejruznější dnrhy
bílých krvinek''. Má imunitní systém ještě jiné efektorové komponenty.

Q" V úvodu jste velmi dobře zpravova|a úlohu membránových mikrodomén při signalizaci u
leukocýťr, ale téměř se nezmiňuj ete o tzv ' imunologické syrrapsi. MťrŽete během obhajoby uvést váš
názor na ťrlohu tohoto signalizačního ťrtvaru.
4, Zajímalo by mne, jak jste odměřovala 0.3 pl primeru v protokolu uváděném na str. 38.
5. Na str. 50 mne zaujalo pouŽití peroxidasy s niklem k detekci rekombinantních proteinů s His6
kotvou. Je něco známo o chemické poyaze této ..niklované'' peroxidasy? Na str. 53 se uvádi, Že

9-\raje skleněných sklíček byly ošetřeny lakem na nehty. Proč?
(ó 

'V 
bioiriforrnatické části výsledků uvádíte jako číslo hodnocených genových produktťl 41062.

Tajima\o by mne, jak jste k tomuto číslu dospěla.
7. V počáteční bioinformatické části Vaší práce jsem se obtížně orientoval. Nebylo mi jastré, jakou
část této práce jste prováděla Vy Sallla' jakou část prováděl Dr. Pačes z ÚMG, a jakou část prováděli.Jiní pracovníci naší laboratoře''. Dále mi nebylo jasné, jak se ze 149 kandidátních genťt vybraiy 4
TRAP proteiny' a jak tento výběr souvisel s dalšími podmnoŽinami obsahujícími 87 resp' 11 genťl
uváděnými v Tabulce 1. MůŽete prosím vysvětlit?

G/ Nu str.ó5 jsem úplně nerozuměl výsledkům produkce TRAP2 proteinů v bakteriích. Podle
sekvence na obr. 6 obsahuje tento protein 134 aminokyseliny, takŽe by jeho predikovaná velikost
měla bý asi 15 kDa. Výsledkem proteinové produkce je ovšem u GST-TRAP2 fúze protein o
velikosti asi 50 kDa, zatímco u His-TRAP2 proteinů pozonrjeme zóny o velikosti 30 a 20 kDa.
MůŽete nějak komentovat týo výsledky? Je čistota Vámi připravených proteinů dostatečná pro
navrhované aplikace?
9, Jakjnn způsobem byly získány dendritické buňky v experimentu na str. 6]?
10. Výsledky uváděné v obr. 12 na str. 69 mi nepřipadají prtlkazné. Nepochybuj i, žebylexperiment
navržen i proveden s maximální pečlivostí' a obsahova|náležité kontroly. Přesto je obtíŽné uvěř.it,
Že téměř neviditelné prorržky u linie Ramos a CEM odpovídají opravdu TRAP2 proteinu.
Nepokusila jste se potvrdit expresi proteinu v těchto buněčných liniích jin1imi metodami, například
kvantitativní RT-PCR?

Závérem bych rád zdtraznll, Že předkládaná diplomová práce jak po stránce experimentálního
vypracování tak i po stránce formální nejen splňuje, ale i daleko překračuje poŽadavky kladené na
diplomové práce na katedře biochemie PřFUK' Rád proto doporučuji práci k obhajobě, a pře3i
kandidátce mnoho štěstí v jejím dalším experimentálním snaŽerrí'
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