Oponentsky posudek Diplomové prace Be. Jany Konirové:
Sestrih intronu TUB3i v buiikach mutantnich v genu PRP45

Ptredklddand diplomova priace se zabyva charakterizaci vlastnosti bunék kvasinky
Saccharomyces cerevisiae, které obsahuji v genomu mutantni zkracenou verzi genu PRP4S5.
Gen PRP45 koduje esencialni jaderny protein, jez se pravdépodobné i€astni procesu sestiihu
pre-mRNA. V préci bylo potvrzeno, ze exprese zkracené verze proteinu Prp45 dlouhé 169
aminokyselin (z ptivodnich 379) vede ke zvySené citlivosti bunck k mikrotubuldrnimu
inhibitoru benomylu a k fluorescencnimu barvivu calcofluor white. Z genomové banky
S. cerevisiae byl izolovan gen TUB3 kodujici tubulin a, jehoZ zvySend exprese v buikach
s mutaci prp45(1-169) vedla k potlaceni citlivosti bunék k benomylu. Déle bylo sledovano
u mutantnich bun¢k prp45(1-169), jaky vliv mohou mit na jejich termosenzitivitu a citlivost
k benomylu delece intront v genech TUBI, TUB3 a COF1, jez koduji cytoskeletarni proteiny.
V posledni ¢asti predkladané prace byl pomoci metody RT-qPCR sledovan vliv mutace
prp45(1-169) na expresi gentt TUBI, TUB3, COF1 a ACTI a také vliv mutace v intronu genu
COF'I na expresi tohoto genu.

Prace mé 97 stran a je psana spisovnou c¢esStinou téméf bez pravopisnych chyb ¢i preklepu.
Vtextu se obcas vyskytuji anglické vyrazy, které by bylo mozné nahradit ceskymi
ekvivalenty (napf. strana 28 tfeti odstavec). Také bych doporucovala sjednotit psani sa
z v odbornych vyrazech jako jsou napf. plasmid nebo cytoplasma. Ke kazdé kapitole uvadim
dotazy a ptripominky zvIast’.

Literarni prehled (19 stran) je rozdélen do péti podkapitol, ve kterych jsou popsany
poznatky o proteinu Prp45p, sestiihu pre-mRNA, o genech (a jejich intronech) kodujicich
proteiny, jez jsou soucasti bunécného cytoskeletu. Autorka prostudovala celou ftadu
védeckych publikaci, o ¢emz svéd¢i i seznam celkem 93 citaci. Jednotlivé kapitoly vSak na
sebe logicky pfili§ nenavazuji a text pisobi neucelené. Obsazené informace nejsou uvadény
od obecnéjsich ke konkrétnéjsim, misty jsou velmi podrobné a misty velmi strucné.
Pripominky:
1. V textu literarniho ptehledu jsem postradala
- vice obecnych informaci o transkripci, struktuie a sestfihu intrond, ipravé RNA
- souhrnné detailnéj$i informace o struktute proteinu Prp45 a jeho zkracené verze dlouhé
169 aminokyselin — popis sekvence, jednotlivych motivl, pfipadné interakce s dalSimi
proteiny (zminka je napf. az na str. 83), vyznamu C-konce proteinu
- samostatnou kapitolu o mikrotubularnich inhibitorech a jejich mechanismu ucinku
v bunikach (Castecné jsou tyto informace uvedeny ve vysledcich)
- na zavér literarniho piehledu chybi alespoii odstavec o tom, co zdosud znamych
poznatkl vyplyva a co autorka oCekéavala od experimentalni ¢asti prace
2. Obr. €. 2 a 6 jsou ponechany v angli¢tiné a popisky pod obrazkem nejsou srozumitelné
bez dohledani informaci v textu.

V kapitole Materidl a metody jsou popsdny material a metody pouzivané v experimentalni
¢asti prace a ma 24 stran. Ze seznamu metod je patrné, ze autorka si béhem diplomové prace
osvojila fadu mikrobiologickych a molekularné biologickych postupli vcetné kvantitativni
RT-PCR. Metody jsou misty popsany dost stru¢né¢ formou protokoli pouzivanych
v laboratofi, coz mi pro diplomovou praci nepfipadd vhodné. Postradala jsem vysvétleni
nekterych krokt. Napft. pii izolaci pDNA ¢i proteint bych povazovala za vhodné uvést, co se
nachazi v supernatantu nebo v sedimentu.

Pripominky a dotazy:



—_

Chybi seznam pouzitych pristroji a materialu.

2. Tabulka kmentli S. cerevisiae na str. 30 je znané nepiehledna. Kmeny se stejnym
genetickym pozadim by mély byt 1épe vyznaceny. Chybi i citace.

3. Proc¢ byl do média pro kvasinky ptidavan ampicilin?

4. Vkap. 3.2.2 a 3.2.3 jsou uvedeny dva zplsoby izolace plasmidové DNA z kvasinek.
Ktera metoda byla kdy pouzivana?

5. Jakéd metoda byla pouzita pro transformaci genomovou knihovnou? Odkud byla
knihovna ziskéna?

6. V metodach neni uvedena metoda ,,replica plating®.

7. V popisu Western blotu je nutné uvést, co je katoda a co anoda a u imunodetekce
teploty, pii kterych byla inkubovana membrana, ve vSech krocich.

8. Popis metody RT-qPCR je velmi struény. Zejména, co se tyka zpracovani naméfenych

hodnot. Bylo by vhodné zde nebo ve vysledcich zatradit obrazek(y) s piikladem, jakym

zpusobem byla naméfend data vyhodnocovana.

Kapitola Vysledky ma 24 stran vcetné 18 obrazki a je rozdélena do tii podkapitol. Popis
pokusti, obrazki i ziskanych vysledki je opét velmi strucny.

Prvni ¢ast vysledkd je vé€novana testovani citlivosti bunék nesoucich mutaci prp45(1-169)
k toxickym latkdim benomylu a calcofluoru white a hledani proteinu, ktery by pii zvySené
expresi potlacoval citlivost bun¢k k témto latkam.

Pripominky a dotazy:

1. V kapitole 5.1.2 nejsou uvedeny podminky transformace a selekce (pouzité
koncentrace benomylu a calcofluoru), uc¢innost transformace genomovou knihovnou,
pocty ziskanych kolonii, kolik bylo izolovano celkem plasmida atd.?

2. Obr. ¢. 5, 6, 9 — bylo pouzito selekéni médium vhodné pro bunky obsahujici
plasmidy?

3. Z genomové banky ziskany plasmid obsahoval tfi celé geny, YML122c, PHOS84, TUB3
a fragment genu GTRI. Jaké jsou funkce proteint, které tyto geny koéduji? V praci,
kromé¢ genu TUB3, to neni nikde diskutovano, piestoze gen PHOS84 byl dale
analyzovan. Chybi také uvedeni velikosti klonovanych fragmentu.

V druhé kapitole vysledka byla zkonstruovana série kment, které obsahovaly deleci intronu
jednoho z gentt TUBI, TUB2 nebo COFI vkombinaci s mutantni verzi genu PRP45,
prp45(1-169). Byl zjistovan vliv delece intront u téchto genti na termosenzitivitu a citlivost
bunek prp45(1-169) k benomylu.
Pripominky a dotazy:
1. Pro¢ byly vybrany pravé tyto geny pro cytoskeletarni proteiny? Pro¢ nebyl zvolen jako
kontrola také né&jaky gen, ktery nekoduje cytoskeletarni protein?
2. Spravna integrace dele¢ni kazety do genomu by méla byt doloZena alespont jednim
obrazkem PCR nebo Western blotu.
3. Obr. 11 — neni uvedeno, jak dlouho byly buiiky inkubovany pii 30°C a 37°C? Jaké
bylo pouzit¢ médium? Kdo ptipravoval kmeny AVY19, 45 a 47 (to je uvedeno az na
str. 70).

Ve treti kapitole vysledki byl sledovan vliv mutace prp45(1-169) na expresi gentt TUBI,
TUB3, COF1 a ACTI a také vliv mutace v intronu genu COFI na expresi tohoto genu pomoci
metody RT-qPCR. Navrzenim riiznych druht oligonukleotidii hybridizujicich v oblastech
exonl nebo intron bylo mozné stanovit v buitkach mnozstvi celkové RNA, mRNA, pre-
mRNA nebo RNA obsahujicich intron v rizné fazi sestfihu. Ve vSech pfipadech mutace



prp45(1-169) zptisobovala nahromadéni pre-mRNA. Nejvétsi vliv méla mutace prp45(1-169)
na expresi genu COFI.
Pripominky a dotazy:
1. str. 74 — v textu chybi odkazy na obr. 15a 16
2. Obr. 17 — hodnoty pro kmeny AVY jsou identické jako na obr. 14. Byly pokusy
délany nezavisle? Obdobné to plati také pro obr. 18A a obr. 13 a 14?
3. Kmen AV11#31 neni uveden v seznamu kmend.

Kapitola Diskuze ma devét stran a je nejlépe zpracovanou c¢asti prace. V porovnani
s ostatnimi kapitolami je sepsana ucelenéji a vSechny ziskané vysledky jsou dobie
diskutovany.
Pripominky a dotazy:
1. Ze ziskanych vysledkt vyplyva, ze bunky prp45(1-169)tub3Ai jsou méné senzitivni ke
zvysené teploté a zaroven obsahuji zvySenou hladinu mRNA genu TUB3 v porovnani
s bunkami s mutaci prp45(1-169). Mate né&jakou hypotézu, k cemu v buikach
obsahujicich zkracenou verzi proteinu Prp45p a postradajicich intron genu 7TUB3
dochazi? Ma tedy protein Prp45p né&jaky vliv na sestfih intronu genu 7UB3?
2. Jakym smérem se bude studovand problematika dale ubirat?

Ackoliv autorka v experimentalni Casti prace prokdzala schopnost samostatné védecké
¢innosti, osvojila si zejména moznosti metody kvantitativni RT-PCR a ziskala dostatek
zajimavych vysledkl, dle mého ndzoru by predklddand diplomova prace vyzadovala
kvalitn€j$i propracovani textu a proto navrhuji, aby byla hodnocena jako velmi dobra.

V Praze, dne 17. zati 2010 Ing. Olga Zimmermannova, PhD.
Fyziologicky ustav AV CR, Praha



