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Nazev prace:
Analyza vlivu mutaci v C-terminalni domén¢ na vnitrobunécnou lokalizaci nukleofosminu

Cile prace

Mutace nukleofosminu a nasledna zména bunééné lokalizace tohoto proteinu byla popsana u
znacné Casti ptipadi akutni myeloidni leukemie. Pfedkladana prace ma za cil prozkoumat
vliv t#i klinicky relevantnich mutaci lidského nukleofosminu na jeho vnitrobunéénou
lokalizaci ve tfech riznych bunéénych liniich a naslednou podrobné&;jsi charakteristiku takto
ziskanych bunécénych linii.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO

Rozsah prace (pocet stran): 99 (25 stran literarniho ptehledu, 25 stran popisu pouzitého
materialu a metod, 21 stran vysledk, 5 stran diskuze a 12 stran seznamu pouzité literatury)
Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova? ~ ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni tidaje z literarnich zdroja? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO
Kolik metod bylo pouzito? 17
Jsou metody srozumitelné popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentii? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO
Postacuje mnoZzstvi experimentti k ziskdni odpovédi na zadané otazky? ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledka? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky?  ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? Ne zcela: Souhrn je spiSe vyctem pokust, které byly provedeny. Mély by byt
vice vyzdvizeny vysledky, kterych bylo dosazeno.




Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Jazykova uroven prace je dobra. Graficka uprava a obrazova dokumentace je ve velmi dobré
kvalité a tabulky jsou piehledné. V praci se obCas vyskytuje laboratorni slang (napt. bunky

s wild typem, buniky s mutantem, bandy). V nékolika piipadech se v praci vyskytuji nepiesné
formulace (napf. obarvena populace, G kvadruplexova struktura v superoxid dismutaze).
Vycerpavajicim a ptehlednym zptisobem jsou popsany metody a veskeré pouzité chemikalie
a pristroje (v¢etn¢ napf. tii typu tfepacek a varice ETA). Ocenuji piehledny a informativni
popis pouzitych buné¢nych linii, plasmidu a protilatek. Chybi mi pouze detailnéjsi popis
sestavy konfokélniho mikroskopu (je uveden pouze typ a vyrobce).

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Autorka si osvojila celou fadu metod od prace s DNA, konstrukci expresnich vektort a praci
s tkanovymi kulturami pfes konfokélni a imunofluorescenéni mikroskopii a pratokovou
cytometrii az po praci s proteiny. Pokusy byly provedeny systematicky a vysledky jsou
srozumitelnou formou prezentovany. Celkovy objem provedenych experimentl je
nadprimérny. Byly provedeny v§echny naplanované experimenty, ¢imz byly cile prace
naplnény. Pomoci fluorescencni mikroskopie se podatilo prokdzat zménu bunééné lokalizace
u mutovanych forem nukleofosminu véetné dosud nepublikovanych vysledkt lokalizace
minoritnich mutaci typu B a E. Navic kotransfekéni experimenty podpotily model (obr. 8),
podle kterého pomér mutované a nemutované formy ovlivituje nukleo-cytosolickou
lokalizaci celé bunééné populace nukleofosminu (tj. mutované i nemutované formy). Praci
hodnotim kladné a doporucuji ji jednozna¢né k obhajobé¢.

Otazky a pripominky oponenta:
Pfipominky:

Zkratka ARF pro ADP-ribosylac¢ni faktor pochazi z téméf totozného anglického nazvu a
nikoliv z Alternate reading frame.

Hoechst 33342 bez problému vstupuje do Zivych bun¢k. Skute¢né jste tento fluorochrom
pouzili pro stanoveni frakce mrtvych bun¢k?

U statistického vyhodnoceni kolokalizace zeleného a cerveného fluorescenc¢niho signalu
(obr. 22 a 23) by m¢lo byt uvedeno, kolik jadérek bylo proméfeno (ij. z jakého mnozstvi dat
byla statistika vypracovana). Také zde neni uvedeno, co znaci chybové usecky.

Kapitola 5.5.1 je nazvana FACS, tedy fluorescenci aktivovany buné¢ny sorter, piestoze
bunky sortovany nebyly a pouzity ptistroj to ani nedovoluje. Vhodné;jsi by bylo pouzit
obecnéjsi termin pritokova cytometrie. Tato kapitola navic neobsahuje Zadny text, jen dva
obrazky s popiskami.

U obrazku 39 by bylo prehledné;si, kdyby mély vSechny grafy stejnou Skalu na ose y.
Tabulky 9 a 10 v kapitole Western blot analyza obsahuji ziejmé data ziskana pomoci

prutokové cytometrie a hodila by se proto spise do této kapitoly. Nikde v textu neni na tyto
tabulky odkaz.




Otazky:

Vysledky nativni flourescen¢ni mikroskopie a imunofluorescenéni mikroskopie si

v n¢kterych ptipadech neodpovidaji (napt. u HeLa bunék je fluorescenéni mikroskopii
ukazana pievazné jaderna lokalizace mutované formy typu A /obr. 30/, naproti tomu pii
imunoznaceni je majoritni signdl u stejného bunéného typu cytosolicky /obr. 36 a 37/). Jaké
mate vysvétleni pro tyto rozdily?

Jakym zpisobem byla méfena intenzita fluorescence GFP na obr. 43?
Cim si vysvétlujete niZzsi expresi mutovanych forem nukleofosminu?

Jaka je homologie lidského a mysiho nukloefosminu. Muzete na zakladé svych vysledkt
odhadnout, zda dochazi v mysi bunééné linii 3T3 k oligomerizaci mezi lidskym a mys$im
nukleofosminem?

Je néco znamo o mechanismu, jakym mutace v nukleofosminu ptispivaji ke vzniku AML?
Prosta uvaha napovida, Ze pokud je nukleofosmin dillezity pro tvorbu ribosomt, pak jeho
nedostatecna funkce ¢i Spatna lokalizace povede ke snizeni tvorby ribosomu a snizeni
bunécné proliferace.

Névrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvefejnénych informaci)

<] vyborné [ ] velmi dobie [ | dobfe [ | nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




