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Oponentsky posudek diplomové prace

Eva Duskova

Regulace alternativniho sesttihu

Ptedlozena diplomova prace, vypracovana pod vedenim Davida Staiikka, Ph.D., se
zabyva problematikou vlivu acetylace histonu H4 na alternativni sestfih. Studuje sestiih
alternativniho exonu EDB fibronektinového genu po plisobeni butyratu sodného (inhibitoru
bunéénych histonovych deacetylaz). Prace vyuziva endogenni fibronektinovy gen a dale
nekolik sestfihovych reportérii obsahujicich alternativni exon EDB. Autorka se nejprve
zabyvala pfipravou a ov€rovanim funkce vhodného sestiithového reportéru, ktery by mél
podobnou uc¢innost zachovani alternativniho exonu EDB, jako ma endogenni mRNA pro
fibronektin. Dale autorka zjistila, ze po inhibici histonové deacetylace pomoci butyratu
sodného dochdzelo k ucinngjsimu sestithu a tedy k odstranéni alternativniho exonu
z endogenni mRNA pro fibronektin i z exogenni RNA sestfihového reportéru. Soucasné
prokazovala, Ze butyrat sodny opravdu zvySuje acetylaci histonu H4 asociovaného s DNA
endogenniho fibronektinu i exogenniho sestiihového reportéru. Zaroven autorka zjistila, ze 1
neintegrované exogenni plazmidy na sebe vazi histon H4. Autorka téz dokumentuje, ze
samotna struktura promotoru ovliviluje miru acetylace histonu H4 na neintegrovaném
exogennim plazmidu. Pfedlozeny zavér nabizi ptredpoklad, Ze acetylace histoni zvySuje
rychlost elongace RNA polymerdzy II, coz snizuje ucinnost rozpoznavani slabsich
sestfihovych mist alternativnich exontl.

Diplomova prace je uvedena logicky uspoifddanym literarnim piehledem, ktery
prehledné shrnuje problematiku. Stejné tak seznam literatury obsahuje relevantni a soucasné
odkazy tykajici se studovaného jevu. Prace dale pokracuje peclivé vypracovanou metodikou
demonstrujici, Zze autorka Uspé$né ovladla fadu naro¢nych technik, véetné¢ chromatinové
imunoprecipitace. Vysledky jsou solidné dokumentovany, popisované experimenty na sebe

vzajemné logicky navazuji. Autorka se podle mého ndzoru mohla podrobngji vénovat
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pracovnim hypotézdm a ucelenéji shrnout zavéry plynouci z jeji prace ve vztahu k témto
puvodnim hypotézam. Stejné tak diskuse je ponc¢kud kratka, dosazené vysledky experiment
by si zaslouzily podrobnéjsi analyzu a mohly by byt zminény téZ konkrétni zaméry dalsiho
vyzkumu v této oblasti.

K jednotlivym ¢astem prace mam nékolik drobnych pozndmek:

V metodické ¢asti tykajici se pfipravy plazmida (¢ast 3.1.4.) by bylo vhodné uvést,
jakym zplsobem byla ovéfena spravna orientace fragmenti vkladanych do pcDNA3
plasmidu.

V metodické ¢asti tykajici se ptipravy bunécného lyzatu (¢ast 3.2.1) doporucuji uvést,
z jakého pfiblizného poctu HeLa bunék byl lyzat ptipravovan.

Ve vysledkové ¢asti v odstavcei 4.1 by bylo vhodné upiesnit, jakym zptisobem autorka
zajistila stejnomernou nanasku proteini v analyzovanych Western Blotech.

Také by bylo vhodné ve vysledkové Casti Ctenare ujistit, Ze endogenni produkty
vzniklé z mRNA po RT-PCR se velikostné lisi od pfipadné kontaminace produkty vzniklymi
z genomové DNA, pripadné Ize k obrazkam pftilozit velikostni marker.

Dale by stalo za to upfesnit, ze pouzité provedeni RT-PCR opravdu spolehlivé odrazi
kvantitativni rozdily mezi kratSi a delsi formou RNA, tzn. RNA s vystfizenym nebo
zachovanym alternativnim exonem EDB.

Co se tyce formalni stranky préce, chybi autorce ve vysledkové ¢asti v posloupnosti
obrazku obrazek 4.8.

Celkové je ovSsem diplomova prace peclivé zpracovana, bez vyraznéjSich nedostatki

nebo nejasnosti.

Chtela bych polozit autorce n¢kolik otazek.

1. Pfi analyze oblasti endogenni DNA fibronektinového genu, které jsou asociovany s
acetylovanym histonem H4, se autorka soustfedila na oblast promotoru a dale na
oblast exonu 36 a exonu 40, zatimco alternativni exon EDB je umistén mezi exony 24
a 26. Z uvedeného obrazku 4.10 se zd4, Ze hladina acetylace histonu H4 asociovaného
s ruznymi useky fibronektinového genu neni stejnomérnd. Nebylo by vhodnéjsi
hodnotit miru asociace konkrétnich exont 24 az 26, v€etné exonu EDB samotného,
s acetylovanym histonem H4, coZ by naznacilo cilen¢ disledky hladiny této histonové

modifikace na alternativni sestfih?



2. Autorka poznamendva, ze z aktivné transkribovaného promotoru fibronektinového
genu mohou byt odstranény nukleosomy. Zaroveil bylo prokazéano, ze exony jsou o
nukleosomy obohaceny (Schwartz, Meshorer & Ast, 2009, Tilgner, Nikolaou et al.,
2009). Planuje autorka stanovit také miru asociace studovanych oblasti DNA
s celkovym histonem H4 a porovnat obsazenost konkrétniho tiseku DNA celkovym a
acetylovanym histonem H4?

3. Zvysledki vyplyva, ze zvySeni acetylace histonu H4 po inhibici histonovych
deacetylaz je v nékterych oblastech endogenniho fibronektinu nebo sestfihovych
reportéril vétsi nez v jinych. Mohlo by to znamenat, Ze histon H4 je v urcité specifické
genové oblasti aktivnéji deacetylovan nez v jiné oblasti?

4. Autorka v praci dolozila, ze struktura promotoru ovliviiuje miru acetylace histonu H4
a nasledn¢ ucinnost alternativniho sestiihu. V piipadé¢ endogenniho fibronektinu je
exprese jeho riiznych alternativné sestiizenych forem vyvojoveé a tkanove regulovéana
ze stejného promotoru. Obsahuje endogenni promotor fibronektinu CRE vazebna
mista? Bylo by zajimavé zjistit, zda v bunkach exprimujicich formu s vlozenym
alternativnim exonem EDB je urcity specificky vzorec acetylace histonu H4 na
fibronektinovém genu, ktery se 1isi od bun¢k exprimujicich formu bez exonu EDB.
Ptipadné¢ by bylo zajimavé se zaméfit na rozdilné vzorce dalSich histonovych
posttranslacnich modifikaci v jednotlivych oblastech fibronektinového genu

v bunkach s expresi odlisnych sestfihovych forem.

Zavérem:

Diplomantka Eva Duskova si béhem své prace osvojila fadu narocnych metod a
ziskala hodnotné originalni vysledky. Diplomantka zde prokazala potfebné schopnosti
k védecké praci a jeji praci hodnotim jako zdafilou. Proto tuto praci doporucuji k obhajob¢ a

navrhuji jeji hodnoceni znamkou vyborné.

V Praze 20.5.2010

Katefina Trejbalova, Ph.D.
UMG Praha
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