Oponentsky posudek

na diplomovou praci Martiny Halové ,,Efektory chromatinovych modifikaci a jejich
vztah k regulaci transkripce na modelu Saccharomyces cerevisiae®

Martina Halova se ve své praci zaméfila na roli kvasinkového proteinu Prp45 v regulaci
transkripce. Jedna se o zbrusu novy smér vyzkumu, protoze do této doby byla funkce
kvasinkového Prp45 analyzovana jen vzhledem k pre-mRNA sestfihu. JelikoZ se jednd o
neprobadanou oblast, autorka spravné vyuzila pifednosti kvasinkového modelu a
sledovala genetickou interakci mezi mutantni variantou Prp45 a zndmymi transkripénimi
faktory pii regulaci modelovych genti. Jako modelové geny Martina pouzila Pho5 a
Pho84, jejichz regulace je pomérné¢ dobie popsdna a je zavisla na mnozstvi dostupného
fosfatu.

V obsahlém literarnim piehledu autorka podrobné zpracovava téma regulace genové
exprese na urovni chromatinovych modifikaci. Uvod je napsan ¢tivé a Martina prokézala,
7e umi pracovat s literaturou o ¢emz svéd¢i mnozstvi citaci piivodnich védeckych ¢lankt.

Z metodického hlediska se jedna o ,klasickou* praci na poli genetiky kvasinek, kdy
mutatni termosensitivni alela Prp45 je kombinovana s kvasinkovymi kmeny, které nesou
delece jednotlivych transkripénich faktord. Tato geneticka Cast je doplInéna analyzou
RNA pomoci RT-gPCR, kterou autorka zavedla, a ktera oproti Northern blotu
piedstavuje zrychleni analyzy jednotlivych kment. Co se ty¢e metod, tak mam jednu
vyhradu. U nékterych pokust je prezentovan vysledek ktery byl docilen jen na zakladé
jednoho biologického experimentu. Zvlasté u zajimavych vysledkli, napf. pozitivni
interakce mezi Setl a Prp45 (obr. 4.23), bych ocekaval minimalné dva a spiSe vice
biologickych opakovani. Nicméné¢ chapu, ze Cas vymeéfeny na diplomovou praci je
limitovan a obc¢as ho na dlouhé a ndrocné experimenty nezbyva.

Vysledky jsou popsdny pomérné obsahle a do dalsi védecké kariéry bych Marting
doporucil pracovat na zestru¢néni psaného projevu. Nicméné musim autorce pogratulovat
k mnozstvi odvedené prace. Martina zvladla piipravit a otestovat nékolik kmenii
nesoucich mutantu Prp45 a deleci vybrané¢ho transkripniho faktoru. Navic nalezena
negativni interakce s Rad6 a pozitivni s Setl jsou nesmirné zajimavé. Jesté jednou
gratuluji a doufam, Ze si brzy pieétu na toto téma ¢lanek! Ty vysledky uréité stoji za to je
dotahnout do konce a publikovat.

V diskuzi se autorka zaméfuje na roli jednotlivych transkripénich regultort pifi expresi
Pho5 a Pho84. Doporucil bych vice diskutovat roli Prp45 a jeho vztah k Setl a Rad6 a
nebat se pfijit s vlastnimi teoriemi a modely, jak by mohl cely regulacni systém
zahrnujici Prp45 fungovat.

Celkové hodnotim celou praci jako velmi zdafilou a doporucuji k obhajobé.



Dil¢i pfipominky a otazky:

1. Pro¢ se lisi relativni exprese Pho5 u WT kvasinek mezi jednotlivymi experimenty?
Napt. obr. 4.21 je po 60min indukce ~80 a u obr. 4.20. po stejné indukci jen 16.

2. Autorka detailné popisuje piipravu kment prp45(1-169)4setl a prp45(1-169)4burl.
Jak byly ptipraveny/ziskany dal$i kmeny nesouci prp45(1-169) alelu a soucasné deleci
Bur2, Pafl a Rad6?

3. V Givodu autorka popisuje, jak jsou regulovany jednotlivé nukleosomy v Pho5 a Pho84
promotoru. Planuje autorka testovat, jak probihd piestavba nukleozomii v promotoru
zminénych genti u prp45(1-169) kmene v nepermisivni teploté poptipadé u dvojitych
mutantt prp45(1-169)Arad6 a prp45(1-169)Asetl?

4. Lisi se chromatinové modifikace na Pho5 a Pho84 genech u kmenu prp45(1-169)

oproti divokému kmeni?
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