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Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Jitky Smetanové ,,Chromatinova imunoprecipi-

tace vybranych transkripénich faktora“

Predkladana préace si klade za cil 1) detekovat pomoci metody ChIP-qPCR vazbu transkrip&niho fak-
toru TEAD1 do promotoru genll GLUT1 a C-MYC v lidskych leukemickych burikach, 2) metodou
ChlP-seq identifikovat vazebn& mista TEAD1 v rdmci celého genomu a 3) pomoci hmotnostni spek-

trometrie identifikovat vazebné partnery proteinu TEAD1.

Prace ma 89 stran a standardni ¢lenéni, autorka v ni cituje 113 literarnich a internetovych zdroji. K
vlastnimu spisu i podkladovym experimentim mam fadu (vaznych) vyhrad a pfipominek, které uva-

dim nize v ¢lenéni dle kapitol.

Kapitoly jsou €lenény do Ctyf hierarchickych Urovni, nicméné Obsah pokryva pouze nejvyssi tfi

urovné.

Nasleduje sedmistrankovy (!) seznam pouzitych zkratek (véetné ,DNA®, ,NaCl"), ktery obsahuje velké

mnozstvi preklepl a chyb.

Literarni pfehled zpracovava tématiku signalni drahy Hippo a pfedstavuje rodinu transkrip€nich fakto-
ri TEAD, s dirazem na kontext bunék imunitniho systému. Text této kapitoly je psan velmi kostrbatou
¢estinou, misty je na hranici srozumitelnosti a ¢asto plisobi dojmem strojového prekladu z angli¢tiny.
Moje namatkova kontrola ukazala, Ze nékteré pasaze jsou opravdu doslovné, nebo témér doslovné
preloZené vynatky z jinych praci (viz pfiklady na konci posudku). Odstavce ¢asto plsobi jako neho-
mogenni slepence vét a nékteré informace se v textu opakuji vickrat. Vybrané pfiklady uvadim opét
na konci posudku. Kapitola ,1.1.1.3. Regulace TEAD protein{ post-transkripénimi modifikacemi“ ve
skutecnosti pojednava o post-translacnich modifikacich. Obrazova dokumentace trpi (zfejmé) vy-

sokou mirou ztratové komprese, ackoli jsou k dispozici kvalitni PDF plvodnich ¢lankd.

Kapitola Material a metody pfinasi extenzivni seznam pfistrojli a spotifebniho materialu (véetné Spicek
na pipety), ale nékteré z nich prakticky nejsou specifikované (napr. ,CO; inkubator: Panasonic
(Japonsko))“. U pouzitych protilatek chybi katalogova Cisla, coz znesnadfiuje/znemoznuje jejich

jednoznacnou identifikaci.

Vysledkova sekce popisuje jen velmi omezeny soubor ziskanych dat, které se tykaji prvniho cile DP
(ChIP-gPCR). Cile 2 (ChIP-seq) a 3 (MS) nejsou feSeny viibec. U nékterych vysledkd mam navic

vazné pochybnosti o jejich validité. Autorka nejdfive popisuje design a validaci primerd pro ChiP-
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gPCR pro promotory a enhancery gendl GLUT1 a C-MYC (pfedpokladané regulaéni cile TEADL).
Navrzené primery jsou prezentovany jako obrazek sekvence, nikoli text, coz je nepraktické. V textu je
pouZivan vyraz ,primer* na misté ,amplikonu*, popf. ,paru primer(“. Opakuje se formulace (napf. Obr.
21), Ze u kalibracnich kfivek pro gPCR zavisi koncentrace DNA na hodnoté Ct (je to pfesné naopak).
KFivky tani pro jednotlivé pary primerd by bylo pro pfehlednost vhodnéjsi prezentovat zvlast, popf.
alespon jinou barvou (viz Obr. 27). Primery pro amplikon MCAT1 vykazuji u¢innost amplifikace 123%
(") a kfivka tani naznacuje problémy se specifitou reakce (Obr. 27). Pfesto autorka primery prohlasuje
za specifické (str. 62; v Diskuzi na str. 73 pak specifitu zpochybriuje), dale s nimi pracuje a vysledky
pouziva jako validni podklad pro vybér anti-TEAD1 protilatky pro dalSi experimenty (Obr. 33). Autorka
se zfejmé potykala s vyraznéjSimi technickymi problémy pfi izolaci chromatinu, ale konkrétnéjsi vy-
svétleni chybi. Logiku pasazi o optimalizaci pfipravy chromatinu jsem pochopil az zpétné&, pfi cteni
kapitoly ,Diskuze” (nap¥. rozdil mezi Obr. 28 a 32). Obrazky elektroforéz fragmentované DNA jsou
uvadény stiidavé ,vzhdru nohama“ (cf. Obr. 28, 29), coZ je nepiehledné, na gelech je naneseno prilis
velké mnozstvi DNA, takze je obtizné gely vyhodnotit. Autorka opakované zmifnuje, ze ChIP méfi afi-
nitu proteinu k DNA, ackoli se mé&fi mira pfitomnosti (occupancy), ktera je vysledkem vice faktor(i
(v€etné afinity). Co je dllezité, nikde neni uveden pocet nezavislych provedeni experimentl a zda
replikace vibec probé&hla. Obr. 33 a 34 neobsahuji Zzadné chybové Usecky, obr. 35 je sice obsahuije,
ale nevime, co predstavuji. V Cislovani podkapitol chybi sekce 4.1. Str. 64, 65 obsahuji chybné odka-

zy na obrazky.

CtyfFstrankova kapitola Diskuze je z velké Gasti pouze zopakovanim informaci z literarniho prehledu a
rekapitulaci ziskanych vysledki s drobnymi komentafi, nikoli skute¢nou diskuzi. Jsou zde citovany jen
2 (1) dfive nezminéné literarni zdroje a vétSina textu je prosta jakychkoli citaci. Kritické zhodnoceni
dosazenych vysledkl se tak prakticky omezuje na kratké srovnani s vysledky pfibuzného projektu v

ramci pracovisté (vliv orientace vazebného elementu na vazbu TEAD1).

V zavéru autorka konstatuje, Ze byl spInén pouze jeden ze tfi deklarovanych cill prace. Ai toto je

podle mne sporné (pocet n = 1?, nespecifické primery).

V souhrnu predkladanou diplomovou praci hodnotim jako nedostate¢nou z hlediska formalni-
ho zpracovani, mnozZstvi a kvality odvedené experimentalni prace, a interpretace ziskanych vy-

sledkd. Z vySe uvedenych dlivodt proto praci NEdoporucuji k udéleni titulu Mgr.
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K praci mam nasledujici dopliujici otazky:

1) Cetla autorka v3echny prace citované v seznamu literatury, anebo nékteré citace pouze prebirala z

jinych, napf. shrnujicich textd (sekundarni citace)?
2) Co jsou ,konstreinové elementy" zmifiované v popisku k Obr. 157

3) Kapitoly 3.2.8 - 3.2.10 jsou psany napadné jinym stylem neZz popis ostatnich metod. Psala je au-

torka sama?

4) Je néjaky rozdil mezi chromatinem a DNA (kap. 3.2.5)? Popf. jaky?
5) Jaky je rozdil mezi ,proteinem G" a ,G-proteinem“?

6) Mohli jste pro imunoprecipitaci pouzit kuli€ky s proteinem A? Proc¢?

7) Proc jste pro fragmentaci chromatinu zvolili MNazu? Jaké jsou (alespon 2) dalSi metody fragmenta-

ce chromatinu, jaké jsou jejich ne/vyhody pro vasi aplikaci?
8) Kapitola 3.2.10 — byly reakce gPCR poustény jako technické multiplikaty?

9) Pokud jsem to spravné pochopil (str. 51, 72), budete hledat interakéni partnery proteinu TEAD1 po-
moci analyzy imunoprecipitatu anti-TEAD1 z extraktu fixovaného chromatinu? Jak v takovém pripadé

odliSite pfimé interakce od téch zprostfedkovanych DNA nebo formaldehydem?

10) Kapitola 4.2 — kalibracni krivka pokryva pomérné zky rozsah hodnot Ct - byly hodnoty Ct mérené

béhem ostrého experimentu ve validovaném rozsahu?
11) Kolik biologicky nezavislych replikatd bylo provedeno pro ziskani vysledkd z Obr. 33-36?

12) Méfila autorka pfitomnost TEAD1 i na néjakém nevazebném lokusu (misté, kam se TEAD1 neva-
Ze)? Takova negativni kontrola by jasné urcila hodnotu pozadi pro dany experiment. ChIP s irelevant-

ni protilatkou jako negativni kontrola nemusi pro kvantifikaci stacit.

13) Na Obr. 36 je pozorovan signal TEAD1 o velikosti 90 kDa. Jak si autorka pfedstavuje, Ze by se v
pribéhu denaturujici SDS-PAGE uchoval popisovany ,komplex‘ TEAD1 s DNA nebo proteinem? Jaky

je vzajemny pomér nanasek mezi drahami? Jak by se dal odliSit signal tézkého fetézce 1gG od

TEAD1?
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V Praze dne 22. 5. 2018

RNDr. Martin Pfevorovsky, Ph.D.

Katedra bunécné biologie, PfF UK

(Témé¥) doslovné preloZené pasaze z anglickych élanku

str. 27 - ,mTOR je pfitomna ve dvou fyzikalné a funkéné odliSnych bilkovinnych komplexech mTORC1
amTORC?2, které se vzajemné odliSuji svou regulaci, cili plisobnosti a citlivosti na alostericky inhibitor

MTOR rapamycin [72].

»The mTOR kinase exists within two physically and functionally distinct protein complexes, mTORC1
and mTORC?2, which differ in their regulation, downstream targets, and sensitivity to the allosteric

MTOR inhibitor rapamycin.”

- ,mMTORCL integruje vstupy z péti hlavnich intracelularnich a extracelularnich podnétd — rlistové fak-
tory, stres, stav energie a kysliku, aminokyseliny. Toto spojeni vyuziva k fizeni mnoha hlavnich proce-

s(, vEetné syntézy proteind a lipidd [73]."

»The mTORC1 pathway integrates inputs from at least five major intracellular and extracellular cues—
growth factors, stress, energy status, oxygen, and amino acids—to control many major processes,

including protein and lipid synthesis and autophagy.“

str. 29 - ,AMPK déle podporuje oxidaci mastnych kyselin (MK). K tomu dochazi inhibici ACACA (z
angl. acetyl-CoA carboxylase 1), ktera je stéZejni pro syntézu MK [74]. Tento posun metabolismu je

stézejni pro vyvoj a preziti pamétovych bunék [57]."
LAMPK also directs cellular metabolism by promoting fatty acid oxidation (FAQ) via inhibition of acetyl-

CoA carboxylase 1 (ACC1; also known as ACACA), a key regulator of endogenous fatty acid syn-
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thesis. This metabolic switch from glycolysis to FAO is essential for the development and survival of

memory T cells.”

str. 30 - ,,Cytotoxické T-lymfocyty (CTL) hraji vyznamnou roli v obrané organismu proti intracelularnim
patogenlim a nadorovym onemocnénim. V reakci na tyto stimuly naivni CTL podIéhaji klonalni ex-
panzi a dochazi k tvorbé velkého poctu efektorovych bunék [80]. Na konci imunitni odpovédi vétSina
efektorovych CTL hyne apoptézou. Mala ¢ast aktivovanych bunék vytvari pamétové bunky [81]. Prito-
mnost KLRG1 (z angl. killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1) a IL-7R receptorl odliSuje

prekurzory pamétovych bunék od bunék efektorovych.”

.CD8+ T cells play a critical role in the immune responses to both intracellular pathogens and cancer
[1;2]. Upon pathogen-antigen or tumor-antigen stimulation, naive CD8+ T cells (TN) undergo a mas-
sive clonal expansion to generate large numbers of effector T cells capable of eliminating cells bea-
ring the target antigen. At the end of the primary response the majority of responding CD8+ T cells will
undergo apoptosis; however, a small fraction of activated cells will persist long-term establishing a
memory T cell population [3]. Expression of killer cell lectin-like receptor G1 (KLRG1) and IL-7 recep-
tor-a (IL-7Ra) on responding CD8+ T cells can distinguish cells that are destined to die or survive as

long-lived memory cells.”
Neobratné formulace

str. 20 - ,Do osmého dne vyvoje je exprimovan témér ve vSech tkanich, kde se podili zejména na vy-
voji mozku"

- ,Clen transkripénich faktor( z rodiny TEAD"

str. 22 - ,Vazba TEA vazebné domény k DNA vede k jejim konforma&nim zmé&nam" — co méni konfor-

maci?
str. 23 - ,naddorovych burikéach prsu" — burky nadoru prsu?

str. 35 - ,Metabolismus glukézy je centralni biochemicka cesta poskytujici energii a zakladni stavebni

molekuly rostoucim bunkam."

str. 37 - kapitola ,1.4 Soucasné poznatky regulace TEAD1 proteinem*
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str. 44 - inhibiéni roztok protedz“ — roztok inhibitor(i proteaz

str. 45 - "fixacni soluce"
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