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Transla¢né inicia¢né faktory proteinovej rodiny 4E a jejich vplyv na regulaciu génovej
expresie.

Zadané cile prace, véetné tématu literarniho prehledu:

.....

proteinové rodiny 4E. Ve svém magisterském studiu se rozhodl pokra¢ovat experimentalné
na stejné téma. Patrik zacal pracovat na nékolika odlisnych tematickych okruzich tykajicich
se rodiny 4E proteint u ¢lovéka, coz bylo zpsobeno tim, Ze 2 kolegové v naSem Kkolektivu
obhdjili své kvalifikacni prace a odesli z nasi laboratote. Tudiz jsme planovali, ze Patrik bude
pokracovat v jejich praci a pozd&ji navrhneme malou biologickou funkéni studii, ktera bude
stavét na vysledcich prvni ¢asti prace. To se z n€kolika diivod nakonec nepodatilo.
Samotnou diplomovou praci tudiz tvoii tfi nezavislé celky.

1. Patrik byl pozadan, aby validoval vysledky studie RNA-seq pomoci qRT-PCR.
Rozhodli jsme se pifedev$im pro technickou validaci, nebot’ jsme potiebovali
zhodnotit reproducibilitu RNA-seq pro nase dalsi projekty.

2. Dalsim tukolem bylo provést predbéznou funkéni analyzu vysledki RNA-seq a RIP-
seq tkanovych linii s inducibilni expresi jednotlivych paralogh 4E proteini vcetné
dele¢nich variant elF4E2 a elF4E3. Nasim cilem bylo vybrat 1-2 kandidatni
transkripty, s kterymi by bylo mozno pracovat v druhé ¢asti Patrikova magisterského
studia.

3. Poslednim zadanym tématem magisterské prace je posouzeni funkéni
nepostradatelnosti proteinu elF4E2 (a elF4E3) pro zvladnuti hypoxickych podminek,
a to posouzenim proliferacni schopnosti a jinych fenotypickych charakteristik
delecnich tkanovych linii.

Piistup studenta k praci s literaturou:

Student je schopen samostatné vyhledavat relevantni literaturu a interpretovat publikované
vysledky.

Piistup studenta K praci v laborato¥i (pfistup pfi uCeni se novych metod, aktivita,
samostatnost, systemati¢nost prace i dochazky do laboratote):

Vsechny tii dil¢i ukoly jsem svétil Patrikovi s védomim toho, ze je velice peclivy a
systematicky. Zahy jsem se také presveédcil, Ze je schopen pracovat samostatné a nezavisle.

Pristup studenta pri sepisovani prace:




Patrik pracoval na svém projektu vice nez rok. Od jara 2020, kdy bylo dochazeni do
laboratofe néhle zastaveno, uz se k experimentalni praci nevratil. Diplomovéa prace mohla byt
obhajovana uz v jarnim terminu 2020. Nakonec byla pfedlozena o rok pozdéji. Trochu mé
mrzi, ze Patrik si opétovné nevyclenil vice Casu pro jeji sepsani a finalizovani. Jako Skolitel
jsem mél moznost korigovat jen zakladni obrysy uvedené prace a stal jsem u zrodu dvou
experimentalnich kapitol. Na druhou stranu musim konstatovat a vyzdvihnout, Ze odevzdana
diplomova prace je opravdu autorovym samostatnym dilem a Ze prokazal schopnost sepsat
védeckou kvalifikaéni praci i se vS§emi nedostatky z toho plynoucimi.

SpInéni cili prace a celkové hodnoceni:

gRT-PCR analyza vybranych mRNA prokazala dobrou shodu s RNA-seq. Naopak porovnani
jejich exprese u indukovanych a neindukovanych variant nejevilo zavislost na mnozstvi
nadprodukovanych 4E proteini. Domnivame se tak, Ze jsme vyselektovali genotypicky
rozdil testovanych linii (samoziejmé sledovany na transkriptomické urovni) dany zptisobem
vybéru kandidatnich mRNA a zpisobem bionformatické analyzy. GSEA provedena Patrikem
mRNA kodujicich celou fadu transkripénich faktord vcetné skupin Hox a FoxO
transkripcnich faktorti v imunoprecipitaci eIF4E2. Tento protein byl jiz popsan v souvislosti
s HOX proteiny, avSak na proteinové trovni, tzn. jako interakéni partner. Zatim neni nic
znamo, ze by preferencné vazal jejich mRNA. Informace ohledné FOXO mRNA je nova a
bude v nasi laboratofi dale ovéfovana. I v tietim tématu Patrik obdrzel zajimavé predbézné
vysledky a to, Ze bunéfna linie HEK-293 nepotitebuje elF4E2 protein pro zvladnuti
hypoxického stresu, respektive pro tzv. hypoxickou translaci. Je tedy evidentni, ze adaptace
bunky na hypoxii je specificka pro kazdy studovany bunéény typ na urovni regulace iniciace
translace.

Patrik se naucil nékolik novych metod, je schopen samostatné navrhovat priméry a
optimalizovat qRT-PCR systémy pro jednotlivé mRNA, je schopen provadét naro¢néjsi
pokusy s bunéénymi liniemi a umi pracovat s velkymi soubory dat. V této souvislosti chci
podotknout, Ze prezentovana analyza GSEA pomoci WebGestalt nebyla jedina, z pocatku
byla data vyhodnocovana téz Enrichr a jejich vystupy byly porovnavany.

Jako posledni musim zminit, a to mé mrzi velmi, ze Patrik z nedostatku ¢asu pfi sepisovani
prace zcela vypustil dalsi ¢ast svych experimentalnich vysledkl. Ptipravil totiz a validoval
dalsi tfi stabilni bunécné linie HEK-293 s inducibilni expresi elF4E1, elF4E2 a elF4E3.
Uvedené proteiny jsou exprimovany V C-terminalni FLAG fuzi a hodlame je vyuzit jako
dalsi kontroly pro planované experimenty.

Slabinou vlastni diplomové prace je nedostate¢né porovnani vysledkid s literaturou a
nedostateéné propojeni literarniho piehledu sdiskuzi a téz zvoleny format prezentace
analyzy GSEA.

Zavérem mohu konstatovat, Ze Patrik Lettrich nashromazdil dostatek experimentalnich dat,
jejichz vysledky interpretoval, a sepsal z nich vlastni diplomovou praci. Mohu ji tedy
doporucit k obhajob¢ a Patrikovi popfat hodné tspéchti v dalsim doktorském studiu.
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