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Nazev prace:

Proteinova rodina elF4E studovana v lidskych tkanovych liniich

Cile prace

liniich. Tento faktor se vaze na cepiCku mRNA, a zprostiedkovdva vazbu mRNA na
ribozom. elF4E je také dulezitym cilem signalnich drah regulujicich iniciaci translace.
Autorka se v praci zaméfuje na Ctyfi varianty proteinu elF4E, jmenovité elF4E1, elF4E2,
elF4E3-A a elF4E3-B. Cilem této prace bylo zavést a optimalizovat nové metody, které by
rozsitily moznosti zkoumani lidskych eIF4E proteinti v laboratofi biochemie RNA, ktera se
studiem téchto proteinii dlouhodobé zabyva.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 123

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni piehled:

Odpovida tématu? ANO

Je napsan srozumiteln¢? ANO

Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO

Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO
Pouze v kapitole 2.2 Iniciace translace u eukaryot se autorka omezila na citovani
piehlednych ¢lanki pouze na konci této kapitoly.

Material a metody:

Odpovidaji pouzité¢ metody experimentalni kapitole?  ANO

Kolik metod bylo pouzito?
Byla pouzita Siroka $kala molekularné biologickych metod. Jako stézejni metody této prace
bych jmenovala méfeni rustovych kiivek lidskych bunéénych linii, western blott a
fluorescencni mikroskopii.

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenta? ANO
Je dokumentace vysledki dostacujici?

V Kkapitole 5.2 Krivky umirani mérené pomoci Resazurinu autorka zméftila ristové kiivky pro
9 bunénych linii v kombinaci se tfemi riznymi inhibitory. VétSina naméfenych dat je
V praci pouze popsana a jsou uvedeny pouze vypocitané hodnoty IC50 pro jednotlivé
inhibitory. Zde bych uvitala shrnuti namétenych dat alespont formou tabulky, chapu, ze grafi




by bylo vtomto piipadé nadmérné mnozstvi. Autorka také neuvadi jakym zpisobem
vypocitala hodnoty IC50. V dalSich kapitolach je jiz dokumentace vysledkt dostacujici.

Postacuje mnozstvi experimentl k ziskani 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? ANO

Formalni droven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova uroven):

Text neni formatovan klasicky do bloku a pravy okraj je tak nejednotny, v praci se také
pomérné Casto Vyskytuji pieklepy.

SpInéni cili prace a celkové hodnoceni:

Autorka splnila vétsinu cilt své diplomové prace. Otestovala stabilni inducibilni linie
Hek293 T-REX s vlozenymi geny pro elF4E proteiny a potvrdila jejich indukovatelnost
tetracyklinem. Zaroven také u téchto bun€k zméfila hladinu endogenni a nadprodukované
MRNA elF4E variant pomoci real-time PCR. Pro vSechny linie i jejich indukované varianty
také zmeétila rastové kiivky a vliv tfi rtiznych inhibitor na rast bun€k. Tuto kapitolu
povazuji z divodii uvedenych nize za nejslabsi misto celé prace.

Dale pomoci metody western-blott analyzovala polyzomové profily linie nadprodukujici
elF4E1 a vybrala koncentraci KCl v gradientu vhodnou pro daldi pokusy. Uspésné
naklonovala vSechny ¢tyfi verze proteint elF4E s 3XFLAG tagem na C-konci. Tyto plazmidy
poté chtéla pouzit pro rekombinaci do stabilni bunécné linie U20S, ktera se ji bohuzel
nepodafila vytvofit. Plazmidy tedy nakonec do bunék transfekovala tranzientné a
mikroskopicky sledovala kolokalizaci jednotlivych elF4E variant se stresovymi granulemi a
P-bodies.

Otazky a pripominky oponenta:

Nekteré zkratky nejsou vysvétleny v textu, ani uvedeny v seznamu zkratek (GAP, PDK1,
Akt). Na Obrazku 18 je pravdépodobné Spatné popsana osa y, rustové kiivky zacinaji na
150% misto 100% jako na Obrazku 15. Na Obrazcich 15, 18 a 19 by v popisu osy y méla byt
uvedena fluorescence redukovaného Resazurinu, misto fluorescence Resazurinu, jelikoz
neredukovany Resazurin neni fluorescenéni. V popisu téchto tii obrazku je také napsano, Ze
data byla normalizovana k pocatenim 100%. Tato formulace mi piijde ponékud
nejednoznacna, lépe by bylo napsat napf., Ze hodnota fluorescence naméiena v den 0 pied
pfidanim inhibitoru byla stanovena jako 100%. Autorka dvakrat zaménila pojmy piepis, tedy
transkripce a pieklad neboli translace; export do jadra by mél byt import. Pfi popisu
polyzomovych profilti na obrazku 21 je uvedeno, ze signal na western blottu postupné klesa
se zvySujicim se mnoZstvim mRNA na ribozomu, to by mélo byt formulovdno opacné —
V polyzomech se zvySuje mnozstvi ribozomli na jedné mRNA. Vyhnula bych se také
nevédeckym vyraziim, jako napft. ,, proteiny spolu Cile interaguji.




V kapitole 5.2 Krivky umirani mérené pomoci Resazurinu autorka zaznamenava rastové
kiivky bunék. Ty maji ale klesajici tendenci i pro kontrolni buiiky, jelikoz s méfenim zacina
az pii konfluenci 50-60% a buniky rostou dohromady 7 dni v jednom mediu. V piipadé dvou
bunéénych lini méfeni dokonce ukazalo, Ze buriky s inhibitorem rostou 1épe nez bez néj. Aby
bylo mozné spolehlivé hodnotit vliv inhibitor na rtst bunék, bylo by tieba s méfenim zacit
difive (napt. pii konfluenci 10%), a sledovat bunky v dobé kdy rostou exponencialné. To
ostatn¢ autorka sama piiznava v diskuzi. Zaroven bych doporucila ménit buitkdm medium
alespon kazdy druhy den, pti vyssi konfluenci kazdy den, aby se jejich rGst nezpomaloval.
Jelikoz HEK bunky maji tendenci poustét se kultivacni misky pii vyméné media, je lepsi
opatrné odsat pouze polovinu starého media a doplnit medium nové.

Otazky:

1) V kapitole 2.2 Iniciace translace u eukaryot uvadite: elF1 se vaze do blizkosti P
mista, avsak na rozpoznavani start kodonu nema pravdépodobn¢ zadny vliv. U tohoto
tvrzeni neni zadna citace, mohla byste uvést z jakych zdroji jste vychazela?

2) Obrazek 14. zobrazuje rust tii riznych leukemickych linii po aplikaci inhibitorti. Data
nejsou normalizovana ke kontrolnim bunkam bez inhibitoru, ty vykazuji hodnoty
piiblizné 60%, 75% a 55% pro jednotlivé linie. Cemu v tomto piipadé odpovida
hodnota 100%?

3) Tabulka 7. Uvadite hodnoty IC50 pro vSechny testované linie s Rapamycinem a PP-
242. Neuvadite ale naméfena data, ze kterych jste hodnoty pocitala, ani zpusob
vypoctu. Mohla byste vysvétlit jak jste vypocitala hodnoty 1C50?

Navrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvefejnénych informaci)
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