Oponentsky posudek na diplomovou praci Michaely Vrbové : ,,Role signalni drahy
HOG MAPK pii osmotickém stresu u Saccharomyces cerevisiae*.

M. Vrbova piedlozila praci v rozsahu 77 stran, z toho 20 str. prehledu literatury, 18 str.
metodickych, 18str. prezentujicich experimentalni vysledky, 4 str. diskuze a 7 str. seznamu
citované literatury.

V préaci se zabyvala problematikou ovlivnéni miry translace a exprese konkrétnich genti pti
osmotickém stresu u ptivodniho rodi¢ovského kmene S. cerevisiae a dvou mutanti v genu
HOG]. Sledovala polysomalni profily aktivné translatovanych mRNA krétce po vystaveni
buné€k osmotickému stresu a po 30 minutach jeho trvani a ddle mikro€ipovou technikou
indukci a represi transkripce gent v takto optisobenych burikach. Experimenty realizovala
v zahrani¢ni laboratoti, kde méla moznost vyuZzit potiebné technické vybaveni. Jejim
dilezitym piispévkem kromé manuélni laboratorni ¢innosti byla prace spojend

s vyhodnocovanim vysledkda.

V Ptehledu literatury autorka uvadi ¢tenafe do problematiky nejdiive struénym vykladem
potiebnych pojmii a dale uvadi dosavadni znalosti o HOG-MAP kinézové kaskade, jeji
regulaci a znalosti o proteinech a genech, které jsou aktivovanou drahou ovliviiovany.
Kapitola svéd¢i o tom, Ze autorka prostudovala potiebnou, vétSinou recentni literaturu a
piehlednym zptisobem ji zpracovala.

Nekolik drobnosti k této kapitole:

1/ Kapitoly 3.3.6. a 3.3.9. tykajici se glycerolu jsou ne zcela vhodn€ vélenény mezi kapitoly o
HOG draze.

2/ Str.14 - tvrzeni o malé molekule, kterd difunduje po buiice ve funkci druhého posla pro
uvadéné kaskady pokud vim neni spravné, v uvedenych kaskadach jde spise o interakce mezi
zucastnénymi proteiny.

3/ Na str. 20 jde o prehlédnuti v textu — jedna se o drahu regulujici parovani, jak je uvedeno u
obrazku, ne o drahu pseudohyfalniho ristu.

4/ V seznamu literatury jsem nenasla citaci Propt et al., 2005.

Autorka pfi experimentalni préaci vyuZzila velmi naroénych metodik a v kapitole Materidl a
metody tyto metodické postupy velmi kvalitné didakticky vysvétlila. Je $koda, Ze zde nebo pfi
nejblizsi prilezitosti v experimentalni ¢asti neuvedla charakteristiku kmene hogl-as, tu se
Ctenar dozvida az pii Cteni diskuze.

Opét drobné pfipominky: poéitadové programy bych nezahrnovala mezi ptistroje, pro¢ se do
agaru ptidava metanol v rizném mnozstvi?, kap. o RNA extrakei: ,,Centrifugace: 12000g...%,
centrifuguje se co?

Experimentélni ¢ast uvadi v podstaté jeden typ rozsahlého experimentu, realizovaného ovSem
vicekrat opakované se 2 kmeny, pfi némz byly izolovany polysomalni frakce a nasledné
RNA, pouzitd autorkou nasledné k mikro¢ipové analyze transkriptomu. Vysledkem je fada
ziskanych dat, ktera jsou pivodni a hodnotna. Jejich prezentace ovsem nékdy Etenaie nuti

k mirn€ detektivni analyze. Proto nésleduje n€kolik mych dotazi pro ujasnéni piecteného:

1/ Pro¢ byl testovan AS inhibitor na médiu s 1M NaCl, kdyZ experimenty byl provadény na
médiu s 0,4M NaCl?

Co autorku opraviiuje k tvrzeni, Ze AS inhibitor je specificky? Domnivam se, Ze uvedeny
experiment pouze prokazuje, Ze inhibitor ovlivituje adaptaci na zvySeny osmoticky tlak.



2/ Z Grafu 2 ani z Grafu 4 neplyne, Ze by po 30 minutach stresu mutant #og/A obnovoval
translaci, jak autorka vyvozuje. Stejné tak ani rodi¢ovsky kmen wt se neza¢ind zotavovat po 6
minutach (Graf 4).

3/ Vy&et gent u nichz doslo ke zvyseni transkripce v Tabulce 7, Obr. 17 a Grafu 5 si
neodpovida. Autorka neuvedla jasné, Ze v tabulce a na obrazku se jedna o geny s riznou
mirou vzestupu transkripce. Navic nékteré geny uvedené v Grafu 5 jsem nenasla ani v Tab.7
ani v Obr. 17. Kolik genti celkem tedy autorka detekovala?

Pro¢ jsou uvadény pouze vysledky ziskané z ¢asu 6 min. po osmotickém Soku, kdyz autorka
uvadi, ze sledovany byly také ¢asy 2 minuty a 30 minut a navic ¢as 6 minut uz povazuje za
dobu, kdy za¢ina zotavovani se bun€k?

Obdobné u vy&tu gent, jejichz transkripce byla snizena: Tab. 9 uvadi vycet gentl se sniZzenim
vice nez 2x, v Grafu7 jsou pak porovnany jiné geny s mensim sniZzenim — neni jasné o kolik
gent a v jakych hladinach exprese celkové §lo.

4/ Pro¢ byla jako referenéni pouzita RNA z rodi¢ovského kmene (ta byla ale zfejmé
pfipravena nékym jinym?) a ne RNA piisluSného kmene z ¢asu 0. minut stresu?

5/ Jak autorka zjistila ze stanovenych polysoméalnich profilt intenzitu translace konkrétnich
mRNA, coZ uvadi na str.61?

6/ Str. 64 — Graf7 — jde opravdu o translaci?

Diskuze je celkem kratka a do zna¢né miry opakuje vysledky uvedené v experimentalni ¢asti.
Srovnani svych vysledki s literarnimi udaji uz autorka v podstaté provedla v experimentalni
Casti. Postradam pouze byt kratké shrnuti predstavy o tom, co se déje v buiikéach s poruchou
funkce Hog1 proteinu pti osmotickém stresu na bunééné trovni, které mohlo byt provedeno
na zékladé¢ ziskanych dat a literarnich udajt uvedenych v literarnim prehledu.

Jesté n€kolik obecnéjsich pfipominek:

1/ Prace vice popisuje, nékdy opakovang, co se délalo, méné uz a né€kdy az prili§ pozdé, pro¢
se to d¢lalo. Napt. vysledkova kapitola je uvedena pasézi nazvanou Projekt — vlastné popis
experimentu. Neni ale uvedeno, pro¢ byly pouzivany pravé zvolené 2 mutantni kmeny, to se
Ctenar dozvidé az v diskuzi.

2/ Autorka vicekrat zvolila formulace nevhodné do odborné prace — pro ptiklad:

str. 55: ,translace se rozbih4, ale trva to mnohem pomaleji®, str.56: ,,replikace® ve smyslu
opakovani experimentu, str. 57: ,translace se davé do poradku®, str. 68: ,, nejprve napisi
geny*.

3/ V seznamu literatury chybi mezerniky mezi ¢isly stranek, ndzvy ¢asopist jsou

v nezkracené podobé€, coZ neni obvyklé ani doporuceno pro sepisovéani diplomové prace.

Zavér: PiedloZenou praci M. Vrbova dokézala, Ze je schopna nastudovat a patfiéné
prezentovat literaturu na zadané téma, je schopna experimentalnimi postupy ziskat nova
hodnotna data a ta odborné prezentovat. Doporucuji proto, aby jeji prace byla piijata jako
prace diplomova.

V Praze 22.5.2007 doc.RNIBf. Blanka Janderovéa CSc.



