
Oponentský posudek na diplomovou práci Elišky Kratochvílové s názvem 
„Fyzické interakce sestřihového faktoru Prp45“

Diplomová  práce  Elišky  Kratochvílové,  jež  absolvovala  Mgr.  studium  v  oboru 
buněčné  a  vývojové  biologie  na  PřFUK,  se  zabývá  vztahem  mezi  transkripcí, 
setřihem  a  posttranslačním  stavem  chromatinu.  Zaměřuje  se  na  fyzické  spojení 
sestřihového faktoru Prp45 s proteiny účastnícími se regulace chromatinu v kvasince 
Saccharomyces cerevisiae.

Hodnocení výsledků
Autorka se zabývá kvasinkovým esenciálním proteinem Prp45, který je znám svou 
vazbou na spliceozom, sestřihové faktory a hraje důležitou roli v sestřihu, přičemž 
řada jeho homologů interaguje taktéž s transkripčními regulátory. Jsou tedy jakýmisi 
spojkami těchto dvou procesů. Přirozeně je otázkou, zda se i Prp45 účastní  obou 
jevů. Na základě publikovaných dat bylo vytypováno šest potenciálních vazebných 
partnerů  z  řad  chromatinových  regulátorů,  jejichž  fyzická  interakce  s  Prp45 byla 
testována. Navzdory důkladné metodické přípravě nebyla prokázána žádná z těchto 
interakcí, byť se podařilo doložit vazbu Prp45 s jiným sestřihovým faktorem Prp22. 
Dále  byla  blíže  zmapována  již  známá  interakce  Prp45  se  sestřihovým partnerem 
Prp46.
Práce je založena na přípravě kvasinkových kmenů nesoucích vždy dva testované 
označkované  proteiny,  které  byly  následně  koimunoprecipitovány.  Autorka 
vyzkoušela  dvě  možné  precipitační  metody  a  věnovala  se  intenzivně  jejich 
optimalizaci pro svůj model, což vyzdvihuji.

Formální kvalita
Předložený text odpovídá formálnímu zadání pro diplomovou práci. 

Hodnocení jednotlivých částí diplomové práce
Literární  přehled  celkem  čtivě  vtáhne  oponenta  do  buněčného  jádra  ke  genové 
transkripci  a  sestřihu  vznikající  mRNa.  Logicky  navazuje  jednotlivé  kapitoly  a 
dostatečně informuje o dosud objevených faktech,  cituje zhruba 150 publikací.  Je 
zřejmé, že autorka se v problematice orientuje dobře. 

V  metodické  části  jsou  zpracovány  detailně  jednotlivé  protokoly  tak,  že  by  se 
jednotlivé postupy daly ihned zopakovat.

Výsledky  obsahují  celou  řadu  western  blotů,  popisujících  snahu  dovést 
koimunoprecipitaci  k  maximálním  výtěžkům.  V  některých  případech  jsou 
pozorované proteinové proužky velmi slabé, hraničící s možností je sledovat (např. 
Ahc1-GFP). Nicméně prezentovaná data jsou přesvědčivá a vypovídají o autorčině 
vytrvalosti. 

V závěrečné části se autorka zabývá oběma precipitačními metodami, které použila, a 
diskutuje jejich možnosti, výhody a limity. Dále srovnává publikované výsledky se 



svými, v kontextu použitých metod. Vrací se k mapování vazby proteinů Prp45 a 
Prp46 a navrhuje další možnosti charakterizace této interakce. V samostatné kapitole 
je  diskutováno,  proč  se  nepodařilo  nalézt  fyzické  vazby  Prp45  s  vytipovanými 
regulátory transkripce, jenž byly dříve nalezeny v dvouhybridním systému. Autorka 
přináší několik hypotéz a opět navrhuje možná řešení.

Vzhledem  k  jasnému  vypořádání  se  se  zadaným  úkolem,  byť  s  negativním 
výsledkem,  nepochybuji  o  tom,  že  je  Eliška  Kratochvílová  oprávněna  získat 
magisterský  titul.  Tento  návrh  na  základě  pročtení  její  diplomové  práce 
jednoznačně podporuji.

Otázky a připomínky
Jeden  z  kandidátů  na  vazebného  partnera  proteinu  Prp45  je  Ngg1.  V 
polyakrylamidovém gelu se jevil výrazně větší, než bylo predikováno. Hledala jste 
možné modifikace tohoto proteinu, které by mohly ovlivnit jeho velikost?

V obr. 42 je panel koprecipitací, ukazujících vazbu Prp46 k různě zkráceným verzím 
proteinu Prp45. V případě prp45(1-162) se Prp46 neprecipituje. Jelikož odpovídající 
proužek není vidět ani v inputu, není to tak překvapivé. Plánujete tuto interakci ještě 
ověřit?

Jako jednu z možných metod pro potvrzení fyzických interakcí proteinů navrhujete 
tzv. SPR (Surface plasmon resonance). Můžete předestřít její výhody? 
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