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Oponentsky posudek diplomové prace Darji Koutové/BlokeSové ,,Charakterizace
vazebného mista pro peptid CART*

Diplomova préace Darji Koutové se zabyva studiem neuropeptidu CART, ktery je
poslednich né€kolik let studovan zejména kvili svym anorexigennim u¢inkiim jako potencialni
prostiedek proti obezité. Ve své diplomové préci vychdzela z predchozich studii Skolitelské
laboratoie, v¢etné dobte zavedeného kompetitivniho vazebného testu k diferencovanym i
nediferencovanym bunikam PC12 s pouzitim radioaktivné znaceného peptidového ligandu.
Kolegyni Koutové se podatilo pfipravit fluorescenéni a biotinylovany fragment peptidu
CART (aminokyseliny 61-102) a prokazat, Ze se takto modifikované peptidové fragmenty
vazou k cilovym buiikdam s podobnou nebo maximéalné o ad nizsi afinitou, nez peptidy
neznacené. Radioaktivné znaceny fragment peptidu CART pak pouzila k hledani piirozeného
receptoru peptidu CART na membranach bunék PC12 zesitovanim piislusného komplexu
receptor-ligand pomoci ¢tyt riznych ¢inidel, pfi¢emz zachytila potencialni vazebny protein o

velikosti 35 kDa.

Prace ma 71 stran a 98 odkazii na literaturu. Z metodického hlediska obsahuje
zejména modifikace peptidd, prace s tkaniovymi kulturami, méfeni afinity ligandu a receptoru
pomoci radioaktivniho znaceni a sitovani komplext protein-ligand. Diplomantka ziskala
nekteré vysledky, které byly uvefejnény ve dvou publikacich, jejichZ je spoluautorkou, a
které mohou pfispét k hlavnimu cili projektu —identifikaci receptoru nebo receptori pro peptid
CART.

K praci mam néekolik formalnich i vécnych pfipominek.

Formalni ptipominky:
1/ ndzvy enzymd se nefidi pravidly vydavanymi Ustavem pro jazyk &esky, ale chemickymi
nomenklaturnimi pravidly. Enzymy se spravné pisi ,,proteasa, konvertasa“, aminokyselina je

»1soleucin® (viz strana 7, 8 a jinde)



2/ Autorka ma obvyklé a pravdépodobné nevyhnutelné problémy s anglicismy (napf. ,,Reflex
IV hmotnostni spektrometr neni Cesky, spravné m4 byt ,.hmotnostni spektrometr Reflex IV«
K tomu se jesté pridava latinska anatomicka, z&4sti pocesténa nomenklatura, co? obcas vede
k obtizné srozumitelnosti textu. Autorka se méla pokusit v Uvodu nékteré méng bézné
anatomické terminy 1épe vysvétlit.

3/ Seznam zkratek neni zpracovan peclivé. Chemickym slou¢enindm chybi spravné nazvy
(APS), nékteré zkratky jsou uvedeny jen anglicky nebo latinsky, jiné prelozeny.

4/ zajimavy a uZite¢ny vyklad o sitovacich &inidlech na stran¢ 36 nepatii do metodické &4sti,

ale do Uvodu, stejn€ jako vyklad o kinasach na strané 41.

Vécné ptipominky a dotazy k diskusi:

1/jaky je mechanismus u¢inku »prohormon konvertasy PC 1/3“, co je o tomto enzymu
znamo?

2/ Vi se néco o mechanismu, jakym peptidy CART zesiluji aktivaci NMDA receptort
glutamatem?

3/ Pokusila se autorka vyuzit biotinylovaného peptidu CART k piimé isolaci interagujicich
proteinii z bunéénych kultur pomoci afinitni chromatografie?

4/ Pokud jsou k disposici monoklonalni protilatky proti CART, jsou znamy v literatufe néjaké
vysledky naznacujici kolokalisaci CART s ur€itymi receptory (fluorescenéni mikroskopie,

koimunoprecipitace?)

Zavérem konstatuji, Ze uvedené formalni pripominky nijak nesniZuji Girover této diplomové

prace, kterou pln¢ doporucuji k obhajobé na katedte biochemie P¥F UK.
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