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Slovni vyjadieni, komentire a pripominky oponenta:

Préce se zabyva studiem interakce dvou jadernych proteini pomoci znaceni fluorescenénimi
znackami a kvantifikace FOrstrova rezonan¢niho pfenosu energie pokrocilymi spektroskopickymi
technikami. Protein p53 je tumor supresor a nucleophosmin je protein, ktery s nim miize
interagovat. Zakladnimi experimentalnimi otazkami prace bylo, za jakych podminek se proteiny a
jejich mutované varianty vyskytuji jako monomery nebo oligomery, jak spolu interaguji a zda jsou
lokalizovany v bunééném jadie, nebo v cytoplasmé. Studované proteiny byly znaceny
fluorescen¢nimi proteiny mVenus a mRFP1 a byly exprimovany v linii bunék HEK 295T. Jejich
blizkost a tim i mira pfenosu energie byla stanovovana pomoci miry anizotropie fluorescence a
mefeni dohasinani anizotropie fluorescence. Pokud bylo vyuZzito znac¢eni obéma fluorofory
soucasné — heteroFRET, bylo pouZzito fotovybéleni akceptoru k vyvolani zmény doby zivota
donoru. Pokud bylo vyuzito jen jednoho fluoroforu - homoFRET, byla po ¢astecném vybéleni
méfena zména anizotropie spojend s prenosem energie mezi stejnymi fluorofory.

Vysledky prace ukazaly, Ze mutace v obou proteinech ovliviiuji oligomerizaci a tvorbu komplex.

Piipadné otazky pri obhajobé a naméty do diskuze:

Poznamka: Fluorescen¢ni znacky maji pomérné velkou molekulovou hmotnost, vzhledem ke
znacenym proteintim (asi jedna polovina), neni proto piekvapivé, ze zaména fluoroforu miize
vyvolat mirnou zménu jejich funkce.

Otéazky:

1) Jsou zndmy informace o pfirozenych koncentracich proteinti p53 a nucleophosmin v HEK 293
bunkach? Mohla by interakce mezi znaenymi a pfirozenymi nezna¢enymi proteiny ovlivnit
studované interakce (tfeba formou tvorby smiSenych komplextt) ?

2) Fluorescen¢ni znacky byly ptipojeny na konci studovaného proteinu. Jsou zndma jind vhodna
mista, kde by mohly byt tyto proteiny fluorescen¢né znaceny?
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