Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Lucie Vanikové (2024)
Funkéni charakterizace variant nejasného vyznamu nadorovych predispozi¢nich gent

Diplomova prace Lucie Vanikové se vénuje mutacim v genu klicového tumor supresorového proteinu
p53, genu nejvice mutovanému v nddorovych onemocnénich.

Hodnoceni vysledk z hlediska tvirciho pfinosu

V préci je popsana pfiprava bunééného modelového systému, na kterém lze studovat vlastnosti
rtznych mutovanych variant p53, dfive uz charakterizovanych v jinych studiich nebo novych,
nalezenych u pacientll v ¢eské populaci. Vzhledem k vyznamu proteinu p53 pro rozvoj rakovinnych
onemocnéni a vzhledem k Sifi mutaci nachazenych v jeho genu, moznost studovat jednotlivé mutace
z hlediska jejich roli v dilezitych bunéénych regulacnich drahach a v jejich vzajemném srovnani by
méla pfinést informace duleZité pro studium rozvoje i Ié¢bu souvisejicich onemocnéni.

Prace je metodicky zajimavad, pouzivd moderni metody molekularniho klonovani a genetického
inZenyrstvi. V praci bylo pfipraveno a charakterizovano 36 bunécnych linii se stabilni genovou expresi,
coz naznacuje rozsah laboratorni prace, kterd je v diplomové praci prezentovana. Zaroven pripraveny
modelovy bunécény systém nabizi prostor pro dalsi metody a témata studia.

Formalni kvalita predloZeného spisu

Na formalni strance prace jsem neshledal zdsadni nedostatky, plné dostacuje pozadavkim kladenym
na diplomovou prdci.

Jazyk

Prace je napsana srozumitelnou anglictinou bez zfejmych prohresk( vici anglické gramatice.

7 vz

Hodnoceni casti predkladaného spisu
1 Literarni prehled

Literdrni Uvod prehledné zpracovava nelehkou problematiku tykajici se tumor supresorového
proteinu p53, ktera je vzhledem k vyznamu p53 a vzhledem k pozornosti, ktera je tomuto proteinu
vénovdna, velice Siroka, pokryvd mnoho metodickych pfistup( a je bohata na ¢asto i protitecici si
vysledky. PFinasi zajimavy pfehled historie zkoumani p53, vénuje se jeho struktufe, roli v bunéénych
regulacnich sitich, kanonickym i nekanonickym funkcim proteinu, coz pak Usti v zakladni mutaéni
charakteristiku p53 ve vztahu k rakovinnym onemocnénim.

2 Material a metody

Prace je metodicky efektivni, je popsan obecny postup pfipravy bunéénych linii se stabilni expresi na
zakladé bunécné linie, ve které je gen TP53 inaktivovan za pouZziti CRISPR-Cas9 techniky pro upravu
genomu. Déle jsou popsany zakladni molekularné biologické a biochemické metody aplikované pro
zakladni charakterizaci studovanych mutaci p53.

3 Vysledky

V této Casti autorka popisuje pripravu bunééného modelového systému a jeho zakladni charakterizaci.
U vSech 36 odvozenych bunécnych linii expresi se stabilni TP53 bunéénou expresi bylo provedeno
testovani na expresi z genl CDKN1A a MDM?2 prostiednictvim sledovani intenzity fluorescencéniho
signalu z jadra selektovanych fixovanych bunék znacenych protilatkami zaroven proti p53 a proteinlim



p21 nebo MDM?2. Varianty p53 mutované v tetramerizacni doméné byly testovany pomoci cross-
linkingu glutaraldehydem a SDS-PAGE, u varianty R267W s nevyhranénymi charakteristikami a nové
identifikované varianty E339del3 byla provedena zkouska na tvotreni bunécnych kolonii (colony
formation assay).

4 Diskuse

V této kapitole autorka diskutuje vysledky svého funkéniho testovani mutovanych variant proteinu
p53 ve srovnani s literaturou, zaroven nabizi i dalsi cesty vyzkumu za vyuZiti pfipraveného bunééného
modelu, jako je role p53 ve ferroptdze, dalSim typu programované bunééné smrti, navrhuje pouziti in
vivo mysich modell pro verifikaci vysledk ziskanych in vitro. Zaroven se v této kapitole vénuje
vyznamu polymorfismu genu TP53 pro funkéni analyzu role mutaci v tomto genu. Tady bych ale uvital
uvedeni do problematiky polymorfismu tohoto genu v rdmci Literarniho Uvodu.

V predloZené praci Bc. Lucie Vanikova prokazala schopnost prace s literaturou, odvedla vyznamnou
laboratorni a experimentalni praci pti pripravé a charakterizaci modelového systému bunéénych
linii, zaroven vytycila i dalSi mozné sméry, kam by mohl projekt sméfrovat. Podle mého nazoru
prokazala schopnost samostatné védecké prace i schopnost kriticky hodnotit ziskana data, a proto
doporucuji praci k obhajobé.

Dil¢i pfipominky k praci a otazky do diskuse

1. Mohla byste prosim podat stru¢ny tvod do problematiky polymorfismu studovaného genu?

2. Nastr. 44 jsou popsany problémy pfi odliSovani mezi RFP pozitivnimi a RFP negativnimi
burikami. V seznamu protilatek ale neni uvedena poutzitd primarni protilatka proti RFP, byla
citlivd i na TurboRFP? Mohla byste prosim blize vysvétlit a rozvést vétu: ,,Hence, we decided
to employ single-cell assays which would not be influenced by that matter.” Jak byly vybirany
burky pro zkousky tetramerizace a tvoreni kolonii, podle RFP fluorescence?

3. Na jakém zakladé jste pouzivala koncentraci 9 UM pro vybér p53 negativnich klonG a pro
stabilizaci pfitomnosti p53 v bunkach pldsobenim Nutlinu-3a? Jaka je funkéni charakterizace
stabilni bunécné linie se znovu vnesenym wild type genem pro p53, funguje tam regulace
hladiny p53 v burikdch, jak takové linie reaguji na spoustéce apoptdzy? Je néjakd moZznost
kontroly pfipravenych stabilnich bunécénych linii napfiklad sekvenovanim?

4. Na zavér bych ocenil mozna trochu prehlednéjsi prezentaci a diskuzi vysledkd z hlediska téch
mutaci, které byly v odhaleny ve vzorcich pacientl z ¢eské populace a naklonovany do
pfislusného plasmidu, protoze je to potencialné nejoriginalné;jsi ¢ast projektu.
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