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Predkladand diplomova prace se vénuje objasnéni role kvasinkového proteinu Prp45 pti koordinaci
transkripce a sestfihu, zejména s ohledem na roli posttransla¢nich modifikaci histon( v tomto
procesu. Prace tak navazuje na mnohé dalsi vysledky laboratore skolitele, ktera se studiem proteinu
Prp45 jiz delsi dobu zabyva.

Prace md 157 stran a klasické ¢lenéni na literarni dvod, vysledky a diskuzi. Nechybi c¢esky a anglicky
abstrakt, obsah, seznam zkratek, cile prace ani zavér. V literarni ¢asti autorka na 33 strandach
seznamuje ¢tenare s modernim pohledem na chromatin a jeho strukturu, dynamiku a regulaci jeho
funkce zejména prostrednictvim posttranslacnich modifikaci histon a to pfedevsim s ohledem na
vliv téchto modifikaci na transkripci a sestfih. V samostatné kapitole je pak popsan hlavni objekt
studia, tedy protein Prp45 a jsou zde shrnuty vSechny podstatné vysledky, které se ho tykaji. Kapitola
Material a metody vycerpavajicim zplsobem popisuje provedeni vSech experimentll a pouZitého
materialu.

Po formalni strance je prace na vynikajici Urovni. V textu je minimum prekleput, troufam si posoudit
uroven pouZitého jazyka jako dobrou, jen tu a tam se vyskytuje mirné nepresna formulace.
Formatovani textu, zpracovani obrazové dokumentace experimentd, ilustraci, grafi a tabulek je
taktéz precizni. Obrazky nebo panely obrazk( by, pokud mozno, nemély byt rozdéleny na vice stranek
(pf. obr. 10, 14, 20, 21, 32, 33).

Prace cituje vice nez 250 prevazné plvodnich literarnich zdrojl, coz svédci o autorciné vyborném
prehledu v daném tématu. Citace maji jednotny format, pouze v nékolika pfipadech je v odkazech

v textu nedodrZen jednotny format a na prace je odkazovano vyctem nékolika autord misto formatu
,prvni autor et al.”, jak je tomu v ostatnich ptipadech (napf¥. str. 16, W.Lee, Tillo, Bray, Randall H.
Morse et al., obdobné na str. dvakrat na str. 32, 40). Autorcina bakalarska prace, prestoze je
odkazovano na nékteré vysledky tam publikované, neni uvedena v seznamu literatury.

Pfesto mam k formalni Urovni prace nékolik pozndmek:
Smérodatna odchylka jednou uvadéna jako SD, jindy jako STD.
Zkratka AA je pouZita v praci ve dvou riznych vyznamech (aminokyselina, akrylamid).

Véta (str. 21):,,...bunika musi kromé DNA replikovat i sv(j chromatin® (upravena citace) implikuje, Ze
DNA neni soucdsti chromatinu.

Véta (str. 92): K analyze (...) hladiny histonl u bunék (...) byla pouZita metoda ChlIP...” je mirné
nepresna. Touto metodou nedekujete hladinu néjakého proteinu.

Cislovky (zejména zdporné) na zacatku véty je lépe psét slovné nez &islici (str. 19: -1 nukleozém...),
pfipadné je opsat (Nukleozdm na pozici -1).

Vsechny zkratky (vyjma obecné znamych) je tfeba rozepsat pfi prvni zmince v textu (napf. TBP, UTR,
APS, PEG, TEMED atd.). Pouhé uvedeni v seznamu zkratek neni dostacuijici.



Ill

Vhodnéjsi je vyraz ,,mikrotitraéni desticka“ nez pouhé , desticka”. Podobné ,euroobal”, , rucni“

méreni rlstové krivky.
V nékolika pripadech (napf. dva krat na str. 61) neni odsazena Cislovka od nazvu jednotky.
V abstraktu je vhodné pti prvni zmince uvadét celé jméno druhu Saccharomyces cerevisiae.

V Ceském abstraktu (str. 4) ,,slovakismy” orthologovi misto orthologu, posttranslacné misto
posttranslacni a chtomatinu misto chromatinu

Zameéna a misto & v odkazu Dehé a Géli na str. 33.
Fowelliv misto spravného Fowelllv agar.

Metodicky je prace bohata. Autorka zvladla zakladni mikrobiologické techniky (napt. transformace,
ovéreni kmend, kfizeni) a zplisoby manipulace s DNA a proteiny (napf¥. izolace, PCR, elektroforéza,
pomoci kvantitativni PCR, analyzu vstupu synchronizované kultury do bunééného cyklu pomoci
priatokové cytometrie. S touto metodickou vybavou nasbirala autorka velké mnozZstvi vysledkd, které
v praci prezentuje. PfestoZze mnohé experimenty nevychazely podle autorcinych pfedstav, nevzddvala
se a snatzila se odhalit problematicka mista postupu. Napfiklad po prvotnich problémech s expresi
znaceného histonu myc-H3 vyzkousela jiny pfistup, diky némuz ziskala pozitivni vysledek. U
imunoprecipitaci se ale pfes veskerou snahu bud nepodafilo ziskat konec¢na konsistentni data, nebo
ziskané vysledky nepotvrzuji pocatecni domnénku o vlivu ¢astec¢né delece PRP45 na studovany jev.

Z prace je patrné, ze pokusy byly provadény systematicky, peclivé a byly dobfe dokumentovany.
Diskuze je skute¢nou diskuzi, uvadi vysledky do souvislosti s daty publikovanymi jak vlastni laboratofi,
tak jinymi skupinami. Jen mi tu chybi diskuze vysledk( tykajicich se exprese myc-H3. V praci se
vyskytuje pomérné dost odkazl na nepublikovana data z laboratore skolitele. To svédci o dobré
komunikaci autorky s ostatnimi ¢leny laboratofe a jeji zajem o pochopeni souvislosti a vyreseni
experimentalnich problému.

K praci mam nékolik pfipominek:
U popisku obr. 13 je uvedena veli¢ina Ct, ve zbytku prace se uvadi jako Cp.

Oblast TELVIR by méla byt popsana napr. v kapitole o vyhodnoceni dat gPCR (jinak velmi pékné
zpracované). Takto se ¢tendr dozvida, na co byly vysledky normalizovany az v kapitole diskuze.

V tabulce 16 chybi jednotky (ml) k uvedenym objemm.

Velicina ODreader je mirné neobvykld, vétsinou se uvadi ve formé dolniho indexu vinova délka pouzita
pro méreni.

Opticka densita neni udaj o mnozstvi bunék, i kdyz mizZeme vytvofit vztah mezi OD a hustotou
bunécné suspenze. Pokud takovy prepocet mate, je lepsi uvést alespon pfiblizny pocet bunék
pouzitych v daném postupu misto nic nefikajici hodnoty OD, ktera se muze na rliznych pfistrojich
podstatné lisit. Ani formulace ,,...objem kultury odpovidajici OD 9...“ nedava smysl. Aby formulace
byla alespon formalné spravné, méla by znit: ,,...odbér takového objemu kultury, ktery by po
prevedeni bunék do 1 ml vedl| k vytvoreni suspenze o OD 9“.

V tab. 2 jsou nesrovnalosti v parovacich typech. Kmen BY4741 je haploid s parovacim typem a,
pfi¢emzZ v tabulce je uveden jako a a kmeny pfimo odvozené od tohoto kmene jsou v nékterych
pfipadech oznacdeny jako MATa a nékteré jako MATa.



Pfiizolaci proteint (str. 76) je uveden 7% merkaptoethanol. Typicky se toto Cinidlo pouziva
v koncentracich do 1%. Jedna se o preklep?

Pouzitd koncentrace antibiotika G418 (tj. 100 mg/l) je velmi nizka. Bézné doporudovana koncentrace
je 2-4x vyssi.

Pti sporulaci je popsdno poufZiti ,yeast lytic” enzymu bez blizsiho upfesnéni.
Zpusob urceni parovaciho typu neni popsan.

PFi vytvareni dele¢ni mutace vnesenim genu pro antibiotikovou resistzenci se jedna o tzv. knoch-out,
nikoli knock-in (tab.2, str. 48).

Presporulacni agar je totozny s YPAD.

U sloZeni PCR smési je Iépe udavat mnoiZstvi pfidaného enzymu v jednotkach aktivity nez v pl,
obzvlast pokud neni uvedena koncentrace pridavaného enzymu.

V PCR programu tab. 13 jsou misto teplot v 7. a 8. fadku uvedeny casy.
V popisu 10x TE pufru (str. 54) je uveden 0,1 mM Tris (spravné 0,1 M) a neni uvedeno pH pufru.

SloZeni TAE pufru s. 54: Jako ledova kys. octova se oznacuje bezvoda cca. 17M kyselina octova. Po
naredéni se uzZ jedna pouze o kys. octovou (napf. 1M), pfestoze k namichani byla pouzita ledova
kyselina octova.

K praci mam nasledujici dotazy:

Cely postup zpridmérovani hodnot rliznych vzork( a pouZiti této priimérné hodnoty pro jednotlivé
vzorky je mirné feceno diskutabilni. Bylo by tfeba pfesnéji stanovit vstupni koncentraci DNA.
Domnivate se, Ze je mozné pomoci absorbance v UV oblasti (Azs0) zmérit koncentraci genomové DNA
v bunécném lyzatu? Jaké slozky budou interferovat s mérenim? Zkuste navrhnout postup pro
kvantifikaci genomové DNA z bunécného lyzatu.

Jaky by byl podle vas vliv rizné rlstové faze kultur (tj. exponencialni, post-diauxickd a stacionarni) na
Azs0 bunécéného lyzatu (inputu). Byly pfes noc narostlé kultury pouzité pro ChIP s H3 vzdy ve stejné
rlstové fazi?

Zvysena exprese histonl nesynchronizovana s bunéénym cyklem je, jak pisete v literarnim uvodu,
cytotoxicka. Jak silna je exprese transkripénim systémem LexA? Byly rlstové krivky expresnich kmen(
skute¢né stanovovany na neselekénim YPAD médiu, jak je uvedeno v popisu obr. 33 (s. 134)? Cim si
vysvétlujete Fadové nizsi expresi myc-H3 oproti pozitivni kontrole myc-Pho4?

Cim si vysvétlujete mnohondasobné nizsi mnoZstvi histonu H3 v kulturach zablokovanych v G1 fazi
bunécného cyklu oproti asynchronni populaci (obr. 29)?

Zavér
Praci i pfes uvedené, vesmés drobné nedostatky hodnotim jako velmi zdafilou. Autorka provedla
nadstandartni mnozstvi experiment(, prace je metodicky bohata a po formalni strance velmi dobre

zpracovana. Navrhuji ji proto prijmout jako podklad pro udéleni titulu Mgr. a ohodnotit stupném
vyborné.

Ve Vestci dne 10.9.2018 RNDr. Michal Cap, Ph.D.



