Oponentsky posudek na magisterskou praci

Alena Kucerova (2016) Role PML v jadérkovych funkcich

Magisterska prace Bc. Aleny Kucerové je zamérena na studium role Promyelocytic leukemia protein
(PML) ve funkcich bunécéného jadérka.

Hodnoceni vysledku

Prace popisuje specifické struktury PML proteinu v jadérku, a také podstatu vzniku téchto struktur v
jadérku. Jak je regulovana exprese PML v odpovédi na rlizné stresové podnéty. Déle, jaky je specificky
typ spoustéce ve spojeni PML proteinu a jadérka v normalnich lidskych burkach, jako odpovéd na
stresové podnéty.

Jaké je usporadani PML proteinu v jadérku a s nim souvisejicich struktur. Prace popisuje, zda je
usporadani PML jadérkové struktury spojeno se specifickou fazi bunééného cyklu a s odpovédi na
poskozeni DNA.

Dale, které izoformy PML proteinu utvareji jadérkovy signal a co je jadérkova lokalizaéni sekvence.

Prace je metodicky bohata a prezentované vysledky jsou na vynikajici metodické Urovni. Rozsah prace
od klonovani konstruktl PML proteinu s jadérkovou lokalizacni sekvenci (Nucleolar localization
sequences) a jeho mutantl, pres méreni exprese PML proteinu, az po cetné imunofluorescenéni
studie, studované po ovlivnéni genotoxickymi Cinidly na nékolika bunécnych liniich, je tfeba velmi
ocenit. Je to doklad velké pile a skvélého zaujeti pro préci.

Formalni kvalita predloZeného spisu
Formalné vyborné, véetné doprovodnych obrazkd, schémat a tabulek.
Jazyk

Bez prohresku proti gramatice, srozumitelny text, bez problému. Jako nerodild mluvci anglického
jazyka ponecham jeho hodnoceni bez dalSiho rozboru.

Hodnoceni casti predkladaného spisu.

1. Literdrni prehled
Je zde popsana velice Sirokd odborna oblast, od zdkladniho popisu promyelocytic leukemia
proteinu (PML) a struktur, které vytvari PML jaderna téliska (PML NBs). Popis jejich funkci (PML
NBs) v bunécné senescenci, v odpovédi na poskozeni DNA, jejich rolich v apoptdze a jejich
spojeni se zavaznymi onemocnénimi. Ddle je velice prehledné popsana struktura a funkce
jadérka, vcetné ribozomalni biogeneze a jeji regulace. V Uvodu jsou zminény i dalsi vybrané
proteiny, které jsou spojeny se strukturou a funkci jadérka. Jsou zde popsany dalsi role jadérka
a onemocnéni spojené s jeho zménou. Velice srozumitelné popsana slozita oblast poskozeni
DNA a odpovédi DNA na toto poskozeni, reakce jadérka vyvolana vnéjSim stresem (napf.
genotoxicky stres). Jako posledni je zmapovan vztah PML proteinu a jadérka. Tento
systematicky a detailni Uvod je pro snadnéjsi srozumitelnost doplnén nékolika obrazky,
schématy a tabulkami se strucnymi legendami. VSechny odborné zdroje jsou citovany



v prehledu literarnich odkaz(. JiZ tato ¢ast svédci o tom, Ze studentka téma peclivé nastudovala
a obsahla jej.

Material a metody

Prace je metodicky velmi bohata, metody jsou dokumentovany podrobné a vécné. Text je
doplnén fadou tabulek, maly preklep (str.39, immunoblotting).

Vysledky

V této Casti autorka prezentuje soubor 11-ti obrazl, které obsahuji velké mnoZstvi mensich
obrazkd (cca 100), véetné tabulek sekvenci, schémat experiment(, grafli, fotodokumentace
western blotd. VSechny vysledky jsou na vynikajici metodické Urovni. Zejména obrazky
z mikroskopické analyzy ziskané super-rezolu¢ni metodou napf. SIM (mikroskopie
strukturovaného osvétleni), ale i obrazy ziskané z wide-field fluorescenéniho mikroskopu
svédci o peclivosti a vyborné kvalité prace a prezentaci dat.

Diskuze

V diskuzi autorka shrnuje dynamické usporadani PML proteinu kolem a uvnitf jadérka, které
se utvari v zavislosti na rzné stresové podnéty v nekancerogennich savéich bunkach.
Popisuje ¢astecné kolokalizace PML proteinu s typickymi jadérkovymi proteiny. Popisuje
dllezZitost PML izoforem | a IV, a specialnich jadérkovych sekvenci pro formovani jadérkové
lokalizace PML proteinu (noPML). Tento proces neni zavisly na bunééném cyklu. Popisuje
regulaci exprese PML proteinu po plsobeni doxorubicinu v zavislosti na hladiné proteinu p53
. Soucasny stav poznatkd studentky je k danému tématu DP nad rdmec standardni diplomové
prace studentld magisterskych programu.

Dil¢i pripominky k praci a otazky do diskuze

Otdazky:

1. Neéktera jaderna téliska PML- NBs vykazuji strukturu s mikro-granularnimi centry. Pomoci
korelativni svételné a elektronové mikroskopie (CLEM) by se dala pozorovat a srovnat
jadérkové usporadani PML proteinu s ultrastrukturnim rozloZeni jadérka. Zkouseli jste
pomoci elektronové mikroskopie (EM) pozorovat noPML usporadani v burnce?

2. UBF protein hraje duleZitou roli v regulaci transkripce RNA Pol I. Po plisobeni doxorubicinu
noPML nekolokalizuje v jadérku s UBF, ale s PAF 49, a s FBL a B23, které jsou mimo jiné
dlleZité pro processing rRNA. Mohla by jste jesté jednou rozvést hypotézu, pro¢ tomu tak
je?

3. Domnivate se, Ze v usporadani noPML proteinu, hraji posttranslaéni modifikace
sumoylace dulezitéjsi roli, nez fosfoforylace PML pomoci ATM ATR, HIPK2?

4. Cim si vysvétlujete fakt, e jadérkova lokalizace PML proteinu je detekovdna pouze
v nekancerogennich liniich po plsobeni doxorubicinu, ktery se mimo jiné pouziva jako
chemoterapetikum pfti |1é¢bé solidnich nadord (karcinom prsa)? Jak by noPML struktury
mohly pfispivat z funkéniho hlediska senescentnim bunkam, které jesté nevykazuji DDR ve
smyslu odpovédi na poskozeni DNA, napft. aktivni draha p53 - vznik apoptdzy.

5. Jak by jste okomentovala fakt, Ze v praci Y. Shav - Tal et al., (2005), (147), detekovali
relokalizaci PML proteinu do jadérkovych ,,caps” po inhibici RNA Pol | (AMD) na bunécné
linii karcinomu déloZniho cipku (Hela)?



6. Sledovali jste po plsobeni y - zafeni zvySenou kolokalizaci PML NBs a proteinu 53BP1 tzv
IRIF (irradiation induced foci) v nukleoplazmé?

Diplomovou préci doporucuji k obhajobé a navrhuji hodnoceni A.
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