Oponentsky posudek na diplomovou praci EliSky Kratochvilové s nazvem
»Fyzické interakce sestfihového faktoru Prp45«

Diplomova prace EliSky Kratochvilove, jez absolvovala Mgr. studium v oboru
bunééné a vyvojové biologie na PfFUK, se zabyvd vztahem mezi transkripci,
setithem a posttranslaénim stavem chromatinu. Zamétfuje se na fyzické spojeni
sestithového faktoru Prp45 s proteiny ucastnicimi se regulace chromatinu v kvasince
Saccharomyces cerevisiae.

Hodnoceni vysledkii

Autorka se zabyva kvasinkovym esencialnim proteinem Prp45, ktery je zndm svou
vazbou na spliceozom, sestfithové faktory a hraje dulezitou roli v sestfihu, pticemz
fada jeho homologt interaguje taktéz s transkripcnimi reguléatory. Jsou tedy jakymisi
spojkami téchto dvou procesil. Pfirozené je otdzkou, zda se i Prp45 ucCastni obou
jevi. Na zaklad¢ publikovanych dat bylo vytypovano Sest potencialnich vazebnych
partnerit z fad chromatinovych regulatorti, jejichZz fyzicka interakce s Prp45 byla
testovana. Navzdory dikladné metodické piipravé nebyla prokdzana Zadna z téchto
interakci, byt se podafilo doloZit vazbu Prp45 s jinym sestfithovym faktorem Prp22.
Déle byla blize zmapovana jiZ zndmd interakce Prp45 se sestfihovym partnerem
Prp46.

Prace je zaloZena na ptipravé kvasinkovych kmend nesoucich vzdy dva testované
oznaCkované proteiny, které byly nasledné koimunoprecipitovany. Autorka
vyzkousela dvé mozné precipitacni metody a vénovala se intenzivné jejich
optimalizaci pro sviij model, coz vyzdvihuji.

Formalni kvalita
PredloZeny text odpovida forméalnimu zadani pro diplomovou praci.

Hodnoceni jednotlivych ¢asti diplomové prace

Literarni ptehled celkem Cctivé vtadhne oponenta do bunééného jadra ke genové
transkripci a sestfihu vznikajici mRNa. Logicky navazuje jednotlivé kapitoly a
dostatetné informuje o dosud objevenych faktech, cituje zhruba 150 publikaci. Je
ziejmé, ze autorka se v problematice orientuje dobfe.

V metodické casti jsou zpracovany detailn¢ jednotlivé protokoly tak, Ze by se
jednotlivé postupy daly ithned zopakovat.

Vysledky obsahuji celou ftadu western blotli, popisujicich snahu dovést
koimunoprecipitaci k maximalnim vytéZkim. V nékterych ptipadech jsou
pozorované proteinové prouzky velmi slabé, hraniCici s moznosti je sledovat (napf.
Ahc1-GFP). Nicméné prezentovana data jsou presvéd¢iva a vypovidaji o autorcing
vytrvalosti.

V zavérecné Casti se autorka zabyva obéma precipitatnimi metodami, které pouzila, a
diskutuje jejich moznosti, vyhody a limity. Déle srovnava publikované vysledky se



svymi, v kontextu pouzitych metod. Vraci se k mapovani vazby proteinti Prp45 a
Prp46 a navrhuje dalSi moznosti charakterizace této interakce. V samostatné kapitole
je diskutovano, pro¢ se nepodafilo nalézt fyzické vazby Prp45 s vytipovanymi
regulatory transkripce, jenz byly dfive nalezeny v dvouhybridnim systému. Autorka
pfinasi nékolik hypotéz a opét navrhuje mozna feSeni.

Vzhledem k jasnému vyporadani se se zadanym ukolem, byt s negativhim
vysledkem, nepochybuji o tom, Ze je EliSka Kratochvilova opravnéna ziskat
magistersky titul. Tento navrh na zakladé procteni jeji diplomové prace
jednoznacné podporuji.

Otazky a pripominky

Jeden z kandidath na vazebného partnera proteinu Prp45 je Nggl. V
polyakrylamidovém gelu se jevil vyrazné vétsi, nez bylo predikovano. Hledala jste
moZn¢ modifikace tohoto proteinu, které by mohly ovlivnit jeho velikost?

V obr. 42 je panel koprecipitaci, ukazujicich vazbu Prp46 k rizné zkracenym verzim
proteinu Prp45. V ptipadé prp45(1-162) se Prp46 neprecipituje. Jelikoz odpovidajici
prouzek neni vidét ani v inputu, neni to tak prekvapivé. Planujete tuto interakci jesté
overit?

Jako jednu z moznych metod pro potvrzeni fyzickych interakci proteini navrhujete
tzv. SPR (Surface plasmon resonance). Muzete predestfit jeji vyhody?
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