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Oponentsky posudek na diplomovou praci
Lenky Senohrabkové
Interakce proteinti Prp45 a Prp22 ve spliceosomu pucici kvasinky

Diplomova prace Lenky Senohradbkové se tykad velmi zajimavého a v poslednich letech velmi
studované¢ho svéta RNA a jejiho osudu v eukaryotické bunice. V ramci své prace, kterd je
soucasti dlouholetého vyzkumu $kolici laboratofe se zaméftila na studium dvou proteint Prp45
a Prp22a jejich vzadjemného ptisobeni v sestiihu pre-mRNA v kvasinkové burice.

V prvni €asti své prace, v literarnim Gvodu, autorka piinds$i velmi srozumitelnym a
ptehlednym zplisobem s mnozstvim obrazk dosavadni poznatky o studované problematice
vcetné jeji ndvaznosti na predchozi studie Skolitelské laboratote. Takto zpracovany literarni
uvod umoznuje ¢tenafi snadnéjs$i pochopeni studované problematiky. Jen poznamka k obr. 13,
kde je uvedeny piehled dele¢nich mutant Prp45. U jedné je uvedeny rozsah delece 1-168, 1
kdyz dale v textu je mutanta vzdy oznacovana 1-169.

V navazujici kapitole na vice nez 20 stranach autorka popisuje pouzity material a
metody zpisobem, ktery umozni komukoliv tyto metody snadno pouzit a experimenty
zopakovat, coz bude jist¢ pfinosem pro nasledujici studenty. Z této kapitoly je vidét, Ze
autorka musela zvladnout nejen zakladni molekularné-biologické techniky prace s DNA a
proteiny, ale i ¢asto nesnadnou metodiku prace s RNA a radioaktivnimi izotopy.

Ve své experimentalni praci se autorka v prvni ¢asti vénovala charakterizaci
mutantnich forem proteinu Prp22 a jejich vzdjemnému ovlivnéni s proteinem Prp45 v sestfihu
pre-mRNA, kdy pouzila techniky Western blotu a tzv. primer extension. Podafilo se ziskat
nové informace o rozsahu 5’regula¢ni oblasti genu PRP22, kterd vyznamné ovliviiuje expresi
tohoto genu. Déle zjistila, Ze v pfipadé kombinace mutanti studovanych proteinti Prp22 a
Prp45 v jedné bunce dochazi k ovlivnéni sestiihu suboptimalnich substrati v zévislosti na
sekvenci druhého exonu.

V druhé casti pak autorka studovala genetické interakce n€kolika N-koncovych deleci
proteinu Prp22 s C-koncovou dele¢ni variantou proteinu Prp45. Pro tento druh analyz musela
zkonstruovat fadu plazmidi a kvasinkovych kmend nesoucich pfisluSné kombinace
studovanych genti. V této Casti prace zjistila, Ze odstranéni prvnich az 261 aminokyselin
z proteinu Prp22 nemé ani v pfitomnosti mutované formy proteinu Prp45velky vliv na rist
bun¢k. Odstranéni témét tietiny proteinu Prp22 (350 aminokyselin) z jeho N-konce ale jiz
buiiky nejsou schopny tolerovat jak v pfitomnosti intaktniho tak i mutovaného proteinu PrP45
pfi hladin¢ normalni hladin¢ exprese delece. V ptipadé nadprodukce dele¢ni varianty pak v
pfitomnosti intaktniho proteinu Prp45 jsou buiiky schopné rust, ale v pfitomnosti mutované
formy Prp45 je tato kombinace mutovanych proteinti synteticky letalni.
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Vysledky ziskané experimentalni praci jsou prezentovany celkem piehledné a jsou
dokumentovany fadou obrazki. Piesto mam k této ¢asti par poznamek a dotazii:

- Domnivam se, Ze v obr. 19 na stran€ 53 doslo k chybam v oznaceni kmene v ¢asti A,
mél by byt zfejmé oznaCen prp22-158T. dile mé piekvapuje rozdilna exprese Prp22
v kmeni AVY11 v obou ¢éastech obrazku, prosim o vysvétleni. Dale bych navrhovala
zkontrolovat popis drah, nizka exprese, vysoka exprese, prazdny plazmid, pokud je popis
spravny, potom v textu popsany vysledek nevychdzi z tohoto obrazku.

- V popisu obr. 22 je uveden kmen, AVY1l1, ktery se mi nepodafilo na obrazku
identifikovat. Popis kmenli EGY48 a EH2 by bylo dobré dat i do seznamu kment v ¢asti
Material a metody.

- V druhé experimentalni ¢asti by pro srozumitelnost textu bylo vhodnéjsi nejdiive
popsat konstrukci plazmidu s celym genem PRP22 a pak teprve jeho dele¢ni derivaty. Stejné
tak 1 v Casti konstrukce kmenli by pro srozumitelnost bylo lepsi nejdiive popsat tvorbu
hostitelskych kmend pro transformaci a pak teprve ziskané klony. Moje otdzka zni proé
vytvorené hostitelské kmeny LYS05-08 nejsou teplotné senzitivni, kdyZ nesou mutaci
proteinu prp45(1-169), ktera termosenzitivni je jak je uvedeno v literarnim tvodu i
v prvni experimentalni ¢asti?

Kapitola Diskuse je vedena velmi zdafile a Ctivé a autorka srozumitelnym zptisobem
zasazuje ziskand experimentdlni data do kontextu nastudované literatury i1 do vztahu s
ptedchozimi vysledky laboratote.

- Moje otazka se tyka diskutované interakce proteini Prp22 a Prp45. Byly
pouzity i jiné metody kromé techniky dvojitého hybrida pro identifikaci interakce téchto
proteinii, a jaké Casti proteinu se na interakci podileji? Maji dele¢ni varianty proteint
Prp22 a Prp4S zvlasté ty sovlivnénou vziajemnou interakci zménénou lokalizaci
v buiice?

V zéavéru prace autorka prehledné shrnuje vysledky. Nékdy je vSak jejich strucnost na
Skodu, protoze pak vyjadieni uplné nevystihuje ziskané vysledky. Napf. v poslednim bodu
souhrnu autorka piSe, ze deleCni mutanty prp22 A301 a A350 jsou synteticky letalni
s mutantou prp45(1-169). Toto je vSak pravda pouze pro ptipad nadprodukce téchto dele¢nich
variant Prp22. V ptipadé produkce z jedné kopie jsou tyto mutace letdlni samy o sobg¢.

Celkové hodnotim diplomovou praci Lenky Senohrabkové jako peclivé pfipravenou,
véetné Upravy i jazykové strdnky. Mam jen nékolik poznamek spi§ z hlediska ctenatského.
Doporucovala bych doplnit zkratky do seznamu napt. DEAH, NTPaza, NTC. Pak bych
navrhovala sjednotit zplsob psani, ktery pouziva progresivni vyrazy jako glukoéza, diskuze,
pak bych také psala plazmid a ne plasmid. Vyhnula bych se také pouzivani anglicismii jako
Watson-Crickovsky par, introdukovan nebo downstream, upstream oblast (mozno nahradit 5’
nekddujici oblast).

Po formalni 1 obsahové strance vSak tato diplomova prace spliuje pozadavky kladené
na diplomové prace, a proto ji doporucuji k obhajobé a hodnotim ji zndmkou vyborné.
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