Oponentsky posudek na Diplomovou prici ,, Charakterizace vstupu jaderného myosinu

1 do bunééného jadra“ autorky Jarmily Pridalové.

V predklddané praci se autorka zabyvala studiem jaderného myosinu 1. Jaderny
myosin 1 byl poprvé popsan v roce 1997. Od cytozolicky vyskytujiciho se myosinu 1c se lisi
pfitomnosti 16 aminokyselinové sekvence na svém N-konci, podili se na transkripci,
pravdépodobné se jedna o dulezity transkripéni faktor. Ve své sekvenci nenese Zadny doposud
popsany jaderny lokalizani signdl, transport jaderného myosinu 1 do jadra zstava
neobjasnén. Cilem autorky bylo zjistit, zda 16 animokyselinova sekvence vyskytujici se pouze
u jaderného myosinu 1, hraje roli pfi jeho transportu do jédra. Druhym cilem byla
fylogeneticka analyza rozsifeni jaderného myosinu 1.

Piedlozend prace je klasicky Glenéna na Anglicky abstrakt a Uvod (1 strana).
V Literarnim prehledu (25 stran) se autorka zabyva proteinovou rodinou myosint
s diirazem na strukturu a funkci myosind I a hlavn€ myosin 1c. Déle se podrobné zaméfuje na
jaderny myosin 1, jeho tlohu v transkripci a mozZnou roli v zprostfedkovani pohybu uvnitt
jadra. Posledni ¢ast je vénovéana jadernému aktinu. Literarni pfehled je zpracovan piehledné,
vétSinou Cerpa z nejnoveéjSich dostupnych pramentl. Jedinym nedostatkem je nelogické
¢islovani obrazka (1.1.;1.2.;1.5.51.6.;1.4.;1.3.; 1.7.), které mize byt pro ¢tenafe matouci.

Kapitola Material a metody (38 stran) je metodicky velmi bohatd, napsana piehledné
a detailné. Jsou zde popsany metody prace s DNA a RNA — tato ¢ast obsahuje zejména
postupy pro metodu 5° RACE. Dalsi skupina pouzitych metod se tykd prace s proteiny:
ptiprava lyzatu z riznych bunéénych typt, proteinova elektroforéza, imunodetekce proteint
(imunoprecipitace, Western blot), dvourozmérné elektroforézy. Autorka zvladla kultivaci
kultur sav¢ich bun€k vcetné rlznych metod jejich transformace, piipravu stabilnich
buné¢nych linii a dale techniky fluorescen¢ni mikroskopie a pritokové cytometrie. K této
kapitole mam jednu pfipominku — autorka ve své praci pouziva velké mnozstvi plazmidovych
konstrukti k transformaci savéich bunék. Z popisu plazmid vSak neni jasné, jestli autorka
vyrobila konstrukty sama (alesponi v kratkosti zminit detaily konstrukce) nebo ji byly
poskytnuty (chybi autor). Jinak je ztéto kapitoly patrné, Ze si autorka osvojila celou fadu
metod molekuldrni a bunééné biologie, zvlasté pak ocefiuji autoréinu snahu o preseparaci
proteini podle pl pred dvourozmérnou elektroforézou ., kde prokazala jak schopnost
teoretického feSeni problému tak zajisté i dobrou manudlni zruénost a vynalézavost.

Vysledky (18 stran) jsou psany piehledné, spiSe publikaéni formou. Autorka neuvadi
jednotlivé experimentalni detaily metody 5° RACE ani detailni popisy pokust, které pfinesly
negativni vysledek (rizné metody preseparace proteinti podle pl pfed dvourozmeérnou
elektroforézou). Nicméné ztéto kapitoly vyplyva velké mnozstvi vlozené prace, cast
ziskanych vysledku byla jiz publikovana.

Ke kapitole Diskuse nemém pfipominek. Autorka hodnoti vysledky stfizlivé a
v kontextu s literarnimi udaji. V jednostrankovém Zavéru shrnuje vystizné¢ své vysledky.
Posledni kapitolou je Seznam citované literatury, pocet referenci na prace z nichz autorka
Cerpala je vy$si nez 100, vétSina znich je z poslednich 10 let. Soucasti predkldadané
diplomové prace jsou Prilohy uvedené v samostatné Casti obsahujici plivodni ¢lanek a
manuskript, které oba ¢asteéné vychézeji z vysledkt diplomové prace, a poster prezentovany
na ,,2nd Czech proteomic conference®, Lednice 2005.




Zavér:

Ptredlozena diplomova prace je velmi kvalitni. Jarmila Pfidalovd prokézala nejen
dobrou experimentalni zru¢nost a peclivost, ale také schopnost fesit nastalé experimentélni
problémy a spravné interpretovat vysledky pokusi. Autorka ziskala celou fadu zajimavych
vysledkd, které byly jiz z ¢asti publikovany. Doporucuji proto praci k obhajobé.

Otéazky:

1. Prokézala jste, ze exogenni Myolc se nachazi i v jadfe transfekovanych bunck (s
tagem i bez ng&j). Jaderna lokalizace tohoto proteinu prozatim pozorovana nebyla, ale
predpokladate, Ze se v jadfe vyskytuje 1 endogenni Myolc. Jakou funkci by zde mohl
tento protein mit? Pfedpokladate, Ze by se jeho funkce mohla liit od funkce jaderného
myosinu?

2. Ve své praci uvadite, Ze lokalizace jaderného i cytoplazmatického myosinu miize byt
ovlivnéna fuzi s tagy, ve smyslu zpomaleni jejich vstupu do jadra. MiZe piipojeni
t&chto peptidfi ovlivnit lokalizaci i opaénym smérem, tzn. podporovat vstup myosinu
1c do jadra?

3. Za pouziti dele¢nich mutant jste ukézala, Ze k transportu jaderného i
cytoplazmatického myosinu je pravdépodobné nezbytny myosinovy krk (s IQ motivy)
a hlavné jeho schopnost vazat kalmodulin. MuZete prosim vysvétlit jak by tento
transport mohl fungovat?

V Praze dne 30. 5. 2007 Mgr. Lenka Hornikova



