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Nazev prace:
Functional analysis of the TSSC4 chaperone during snRNP formation
Analyza funkce chaperonu TSSC4 pti formovani snRNP castic

Cile prace

Hlavnim cilem diplomové préace bylo charakterizovat protein TSSC4 z hlediska jeho
interakci v ramci U5 snRNP, funkce pti maturaci U5 snRNP a tri-snRNP. Ddle autorka
provedla analyzu efektu deplece proteinu TSSC4 na proteinové sloZzeni U5 snRNP a
tri-snRNP a analyzu lokalizace TSSC4 v buiice pomoci fluorescencéni mikroskopie.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZzadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 80

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled: Hodnotim velice kladné.
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole?  ANO
Jsou metody srozumitelné popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO
Postacuje mnozstvi experimentii k ziskani odpovédi na zadané otdzky? ANO.

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):
Velice dobra. Prace je napsand kvalitni angli¢tinou, s minimem pteklept a stylistickych
chyb. Nékteré obrazky v literarnim tvodu by mohly mit lep$i rozliSeni. Obrazova




dokumentace vysledkil je na vysoké tirovni.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Vzhledem k naro¢nosti zvoleného tématu (minimum znalosti o funkci proteinu TSSC4,
komplexnost problematiky) bych povazovala cile prace za splnéné. Ackoliv se ve vétSiné
dosazenych vysledkl nejedna o ptimé dikazy ale o korelace, je prace piinosna z hlediska
studia funkce a dynamiky sestfihového aparatu v lidskych bunikéch a lze ji povazovat za
zdroj novych poznatkt s potencidlem pro publikaci v recenzovaném impaktovaném casopise.
Autorka prokazala, ze je schopna zvladnout celou fadu zakladnich i pokrocilych technik
molekularni a bunééné biologie, provést experiment s vhodné zvolenymi kontrolami a
kriticky zhodnotit jeho vysledek. Celkové hodnotim praci velmi kladné, doporucuji ji k
obhajob¢ a autorce pieji mnoho Stésti v jeji dalsi védecké kariéte.

Otazky a pripominky oponenta:

V metodické Casti prace me zarazilo pouziti fraze “transfection to bacteria“. Domnivam se,
7e se jedna spise o transformaci.

Str. 41: Ocenila bych informaci o poméru molekul vektor:insert (molar ratio) v liga¢nich
reakcich.

Str. 48: Chybi informace o koncentraci prob pouzitych v experimentech RNA FISH.

Str. 50: Konstrukt pro expresi TSSC4 — je GFP pfipojeno k proteinu na C nebo na N konci?
Str. 53: Obrazek 5.5, IP. Vite, jaka byla transfekcni ti€innost u jednotlivych konstrukta pro
expresi deleCnich mutant TSSC4-GFP? Vite, jaka je trovein exprese jednotlivych dele¢nich
mutantli na arovni mRNA? Pokud chcete v tomto piipadé porovndvat miru interakce mutantii
s dal§imi komponenty spliceosomu, myslim, Ze by bylo vhodné ukazat jednak kontrolu
stejnoméerného naneseni vzorkl na gel (loading control), jednak kvantifikaci intenzity
jednotlivych bandd.

Str. 54: Obrazek 5.6, RNA gel. Zda se mi, ze TSSC4-GFP vaze také Ul a U4 snRNA, mate
pro to n¢jaké vysvétleni?

Str. 56: Obrazek 5.7. K vasSemu komentari, Zze mutant A201-250 ma ¢astecné
cytoplasmatickou lokalizaci, bych méla pfipominku, Ze jde zfejmé o sesterské builky v casné
G1 fazi (domnivam se tak na zaklad¢ signalu pro DAPI) a Ze tudiz pravdépodobné nebyl
jesté vSechen protein transportovan zpét do jadra po mitdze.

Str. 59, 60: Obrazky 5.10, 5.11. Mozna je na viné mé Spatné chdpani navrzeni téchto
experimentll, ale pokud jste pracovala se stabilni linii s integraci PRPF8-GFP do genomu a
dale ji transfekovala konstruktem exprimujicim TSSC4-GFP, nemuzete urcit, ktery ze dvou
faznich proteintli precipitujete protilatkou proti GFP. MuzZete prosim vysvétlit, jaka je tedy
funkce kontroly s plasmidem TSSC4-GFP?

Dale k obrazku 5.10. Zde se snaZite prokéazat sniZzenou miru interakce PRPF8 a SNRNP200.
Jelikoz se jedna o dulezity vysledek z hlediska celého projektu, opravdu bych ocenila
kvantifikaci signalu z Western blotu a pfipadné srovnani s opakovanimi tohoto experimentu,
aby byla prezentace vysledku pfesveéd¢ive)si. Pokusila jste se prokazat tento efekt deplece
TSSC4 na interakci PRPF8 a SNRNP200 i pomoci jinych metod, napt. FRET?

Str. 63: Obrazek 5.14 Experiment B. Zde evidentné nefungoval knock-down proteinu
TSSC4, takze je nutné cely experiment posuzovat velmi opatrné. Ocenila bych kvantifikaci
jako profil intenzit jednotlivych banda napti¢ frakcemi. To samé plati i pro obrazek 5.15. Ze
stru¢ného slovniho hodnoceni takto komplexniho vysledku nelze pro neznalého Ctenaie
pochopit, co experiment skutecné prokazal.

Jesté mam nasledujici otazky: Myslite si, ze je akumulace molekul U snRNA v Cajalovych
téliskach po knock-downu TSSC4 disledkem pomalejsi recyklace komponent
post-katalytického spliceosomu? Méte n&jaké data o dynamice spliceosomovych proteini po




knock-downu TSSC4? Je mozné, aby naptiklad panovala v této situaci Spatné stechiometrie
komponentl spliceosomu, ktera by vedla k akumulaci v CBs?

Vite, jestli exprese TSSC4 A51-100, ktery ma zeslabenou interakci s PRPF8, rovnéz vede

k akumulaci U snRNAs v CBs, piipadné jestli by exprese nekterého dele¢niho mutantu
mohla naopak zvratit fenotyp po depleci TSSC4?

Navrh hodnoceni oponenta (znadmka nebude soucasti zvefejnénych informaci)
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