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Oponentsky posudek na magisterskou praci Bc. Tomase Dvoracka
Fosforylace adaptorového proteinu PSTPIP2 a jeji role v neutrofilnich granulocytech

PtedloZena diplomova prace Tomase Dvoracka navazuje na vyzkum ulohy proteinu PSTPIP2
v laboratofi Skolitele a klade si za cil detailngji popsat vlastnosti a ulohu fosforylace
adaptorového proteinu PSTPIP2 a jeji vliv na vzdjemnou interakci PSTPIP2 s fosfatdzou
SHIP1. Pomoci biochemickych pfistupt tak identifikuje konkrétni kindzy zodpovédné za
fosforylaci PSTPIP2 a téZ konkrétni tyrozinové zbytky diileZité pro interakci se SHIP1. Tyto
nové poznatky tak mohou napomoci k porozuméni molekuldrnich mechanismt funkce a
regulace tohoto proteinu. Vysledky jsou pak diskutovany s ohledem na vyznam tohoto proteinu
hlavné v kontextu regulace neutrofilnich granulocytli a autoinflamatorniho onemocnéni
chronicka rekurentni multifokalni osteomyelitida.

Z formalniho hlediska je prace strukturovana standardnim zptisobem a obsahuje vSechny €asti,
které by prace podobného rozsahu méla mit. Prace je napsana v ¢estiné jen s drobnymi preklepy
a bez vyrazn&jsich chyb. Samotny literarni pfehled pak detailné uvadi ¢tenafe do tématu, je
sepsan vécné v nékterych pasazich bych vsak fekl, Ze aZ pfili§ podrobng, coZ zajisté neni na
Skodu, jen to misty zt&€Zuje plynulost &teni a srozumitelnost. Autor vSak prokazal sviij Siroky
piehled ve studovaném tématu a schopnost pracovat s védeckou literaturou. MnoZstvi
pouZitych primérnich literarnich zdroji je velmi slusné (200+) a jsou spravné citovany v textu.
Narazil jsem jen na 2-3 chybgjici citace (str. 12, 17), coZ je pfi takovém rozsahu omluvitelné.
V kapitole ,,Metody a materialy pak autor prokazuje zvladnuti Sirokého rozsahu molekuldrné
biologickych a biochemickych technik, které do detailu a asto az piili§ vyCerpavajicim
zpusobem popisuje. Experimentalni ¢ast obsahuje 8 obrazk a grafti s vysledky autorovy prace.
Jedna se pfedevsim o nékolik western blotl a statistické analyzy. I kdyZ neni tedy piili§ obsahla,
je ziejmé, Ze tyto obrazky jsou pouze reprezentativni piiklady a pfedstavuji malou ¢ast vSech
experimentt, které autor musel provést a vyhodnotit. V kapitole ,,Diskuze® pak autor shrnuje
své experimentalni vysledky a zasazuje je do kontextu znamé literatury. Je vidét, Ze danému
tématu rozumi a dokaze ho kriticky hodnotit.

Co bych autorovi vytknul napfi¢ celou praci jsou obrazky. Mimo experimentalni ¢ast jsou
v celém textu jen 2 obrazky (jeden v literarnim prehledu, druhy v diskuzi), na které navic neni
vilbec odkazovéano v textu. To mi pfijde jako velkd Skoda. Popisované signdlni kaskady,
struktura zkoumanych proteint, pfipadné kli€ova data z jinych praci by zajisté 1épe dotvotily
vypravény piibéh a usnadnily &tendfi orientaci ve sloZitych signdlnich schématech.
V experimentalni asti se pak Casto objevuji v obrazcich popisky dat, které nejsou vysvétleny
ani v obrazkové legendg, ani v samotném textu, coZ zna¢né zté¢Zuje orientaci (napt. ,,DPDY*
obr. 5, 6 a 7, nebo ,, WTPIP2%, , Empty“ — obr. 6). Obdobné u obrazku ¢. 4 mi chybelo vice
popiski. Autorovi bych doporuéil peclivéji popisovat obrazky, aby byly co nejvice
samovysvétlyjici. Takto to vypada jako by byly Sity horkou jehlou a kazi to dojem jinak pékné
napsané prace.
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Co bych naopak pochvalil je obsah literarniho ptehledu. I pfes vy$e zminéné drobné nedostatky,
které zhorSuji srozumitelnost a plynulost &teni, autor prokédzal, Ze dokaZe analyzovat a
kompilovat védecky text do uceleného celku, ktery ma hlavu a patu a obsahuje vSechny dilezité
informace k danému tématu, coZ osobné povazuji za velmi dilezité. Vytycené cile byly splnény
aZ na &ast, kterd se mé&la zabyvat ovéfovanim ziskanych dat z bunéénych liniich na primérnich
mySich neutrofilech, coZ v8ak bylo vysvétleno. Ocenil jsem téZ autorovu upiimnost
k provedenym experimentiim, kde poctivé a kriticky pfiznava technické a jiné problémy a
zduvodtiuje tak, pro¢ nékterd oéekavand méfeni a analyzy nejsou soucasti této prace.

Kdybych to mél shrnout, diplomova prace ToméaSe Dvoiacka je pékné sepsand a spliuje
viechny formalni poZadavky. Myslim si ale, Ze¢ minimalné experimentdlni Cast byla
dokon¢ovana na posledni chvili, coz bohuzel trochu kazi celkovy dojem. Prace pfinasi nové
poznatky ohledné& regulace proteinu PSTPIP2, které se jisté stanou zdkladem dal$iho poznani.
Praci doporucuji k obhajobe.

Otazky a pripominky:

V literarnim ptehledu jste zmifioval rizné bun&ené typy, v kterych je PSTPIP2 exprimovan.
Jaky je tedy expresni profil PSTPIP2 v imunitnich burikach?

Zajimalo by mé&, v ¢em se lidi kindzy Fgr, Hck a Lyn. V literarnim pfehledu zmiriujete jejich
zastupitelnost ve funkci, ale ve va§em systému kinazy Fgr a Lyn neposkytovaly konzistentni
vysledky s mutovanym PSTPIP2, zatimco Hck ano. Kromé& moZnych technickych problémi
b&hem transfekce, napadd Vas n&jaké jiné vysvétleni, pro¢ by tomu tak mohlo byt?

V praci zmitiujete, Ze jednim z Vasich cild byla i analyza fosforylace vybranych mutantnich
forem PSTPIP2 v priméarnich mysSich neutrofilech, od které bylo bohuZzel opusténo z ditvodu
dasové naroCnosti piedchozich experimentl. Nedd mi pfesto se nezeptat, jak byste tyto
experimenty na primdarnich butikich provadél? Neutrofily jsou velmi citlivé burky, které
prezivaji f4dové jen hodiny a nedovedu si pfedstavit, Ze je budete transfekovat jakymkoliv
plasmidem.

Dalsi moje otazky a p¥ipominky sméfuji ke statistice a vyhodnoceni kvantifikace fosforylace a
interakce se SHIP1 (Obr. 3, 6 a 9):

Transfekce buné&k nebyva vzdy stejné Glinna, zvlast® pak pifi ko-transfekci vice plasmidd
najednou. Byl pii vyhodnoceni bran zfetel na Gi¢innost transfekce v jednotlivych vzorcich? To
znamend, byla pro normalizaci a vyhodnoceni urovné fosfoforylace PSTPIP2 pouZita napf.
vobr. 2 a 6 mimo exprese PSTPIP2 i mira exprese ko-transfekovanych kinaz (napi. Hck),
popiipadé celkové mnoZstvi proteinu ve vzorku? V textu to neuvadite, ale pokud nebyla
provedena tato dvoji normalizace byl bych zv1ast v nékterych piipadech (napf. obr. 6 vzorek
Y323, DPDY a Y323, 329F) opatrny s interpretaci vysledkii. Pokud byste napi. nemé&l kontrolu
exprese kinazy, a ta by byla ve skuteénosti niz§i neZ u jinych vzorkd, bude pak pravdépodobné
niz§i i mira fosforylace PSTPIP2...




Ustav molekularni genetiky AV CR, v. v. i.

Obr. 5 — vysvétlete mi prosim rozdil mezi vzorky ,,WT* na blotu vlevo a vpravo? Podle obrazku
jsou oba transfekovany WT PSTPIP2 i Hck a presto maji rozdilny fosfo patern?

Mohl byste mi prosim vysvétlit pro¢ jste u obr. 6 a 9 pouzil statisticky test oneway-ANOVA
s posthoc t-testem a ne obycejny t-test?

Pfipominka do diskuze: V textu o statistice fosforylace PSTPIP2 (obr. 3, a obdobné obr. 6)
uvadite: ,, Porovndvali jsme intenzitu signdlu fosforylovaného PSTPIP2 v nepritomnosti a
pritomnosti PSTPIP2“ Jak muZe byt nepfitomny protein fosforylovan a mit né&jaky
fosfosignal?? Nemyslite si, Ze by pro vyhodnoceni statistiky bylo lepsi porovnéavat fosfosignal
vzorku PSTPIP2 + kindzy, se vzorkem s transfekovanym PSTPIP2, ale bez piidané kinazy?
Vysledek bude pravdépodobné stejny, ale dokazete l1épe vyhodnotit efekt nadprodukce kinaz
pfi stejném mnozstvi PSTPIP2 a také piipadného pozadi fosforylace PSTPIP2 endogenni
kinazou.
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