
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          V Praze 4. 6. 2015 

 

 

Oponentský posudek na diplomovou práci 

Michaely Oplové 

Vliv sekvencí intronů na efektivitu sestřihu v Saccharomyces cerevisiae 
 

Ve své diplomové práci, která zapadá do dlouholetého výzkumu školící laboratoře, Michaela 

Oplová sledovala účinnost sestřihu dvou modelových pre-mRNA v buňkách s funkčním nebo 

narušeným sestřihovým aparátem a snažila se v intronech těchto pre-mRNA identifikovat 

úseky ovlivňující její sestřih. 

Z formálního hlediska práce na 85 stranách obsahuje všechny obvyklé kapitoly včetně příloh 

a její zpracování včetně obrázků a tabulek je pečlivé. Cíle práce jsou popsány v úvodu 

k výsledkům, ale pro lepší orientaci čtenáře bych je doporučovala uvést jako samostatnou 

kapitolu na začátku práce před literárním přehledem. Jazykové zpracování je až na pár 

gramatických chyb také na vysoké úrovni a mám pouze pár připomínek uvedených v závěru 

posudku k několika výrazům vzniklých překladem z angličtiny do češtiny nebo užití 

anglicismů. 

 V první části své práce, v literárním úvodu, autorka velmi srozumitelným a 

přehledným způsobem s množstvím obrázků popisuje dosavadní poznatky o studované 

problematice včetně její návaznosti na předchozí studie školitelské laboratoře. Takto 

zpracovaný literární úvod umožňuje i nepoučenému čtenáři snadnější vnoření se do problému. 

 V navazující kapitole Materiál a metody autorka popisuje použitý materiál a metody 

způsobem, který umožní komukoliv tyto metody snadno použít a experimenty zopakovat, což 

bude jistě přínosem pro následující studenty. Z této kapitoly je vidět, že autorka musela 

zvládnout nejen základní molekulárně-biologické techniky práce s DNA, ale i často 

„záludnou“ práci s RNA a radioaktivními izotopy.  

 Kapitola výsledků je rozdělena na tři části. V první části autorka popisuje výsledky 

získané analýzami typu primer-extension s použitím konstruovaných kombinací exonů a 

intronů nebo jejich částí u dvou modelových genů ACT1 a MAF1. Prezentované 

autoradiogramy a jejich kvantitativní hodnocení ukazují, že sekvence umožňující účinný 

sestřih pre-mRNA genu ACT1 i v buňkách s ovlivněným sestřihovaným aparátem jsou 

obsaženy v oblasti intronu mezi sekvencí BP a druhým exonem. Ve druhé části se autorka 

snažila tuto oblast více analyzovat a použila k tomu nové konstrukty s pozměněnými 

sekvencemi intronů obou modelových genů. Její práce ukázala, že sekundární struktury 

tvořené ve studované části intronu genu ACT1 nejsou zodpovědné za účinný sestřih jeho pre-

mRNA v buňkách s mutovaným spliceosomem. Ve třetí části jsou prezentovány výsledky 

analýz sestřihu další sady konstruktů v kmenech s mutovanými proteiny účastnícími se 

výběru 3’sestřihového místa.  

AKADEMIE VĚD ČESKÉ REPUBLIKY 
Mikrobiologický ústav AVČR, v.v.i. 

Laboratoř reprodukce buňky 

Vídeňská 1083 

14220 Praha 4 

 

RNDr. Ivana Malcová, CSc. 

janatova@biomed.cas.cz 

241062769 

mailto:janatova@biomed.cas.cz


Výsledky získané experimentální prací jsou prezentovány řadou obrázků a grafů 

v logickém sledu a návaznosti.  

Kapitola Diskuse je dostatečně rozsáhlá a je vedena srozumitelným způsobem. 

Autorka se snažila zasadit získaná experimentální data do kontextu nastudované literatury i do 

vztahu s předchozími výsledky laboratoře. Diskuse ukazuje, že autorka tématům své práce 

dobře porozuměla, protože v diskusi navrhuje nejen alternativní metody, které by mohly vést 

ke zpřesnění nebo získání nových výsledků ale navrhuje i další možné směřování experimentů 

V závěru práce autorka přehledně a výstižně v bodech shrnuje výsledky.  

 

Připomínky k práci a otázky do diskuse 

- v Seznamu zkratek str. 8 zřejmě  došlo k překlepu u vysvětlení zkratky APS 

místo amonium persulfát je uvedeno adenosin persulfát. 

- Příklad nevhodného použití anglicismů – str. 22 – in vitro deplece Prp22p vede 

k...., ATP-dependentně dále Prp22 zabraňuje… 

-  

U obrázků dokumentujících autoradiogramy jsou popsány dobře všechny položky, ale 

přivítala bych označení velikosti markeru pro lepší orientaci, protože na většině obrázků jsou 

srovnávané různé konstrukty o různé velikosti intronů a nedá se tak úplně posoudit správnost 

interpretace výsledků. 

 

Ve výsledcích je uvedeno, že kvantifikace signálů byla prováděna pomocí ImageJ a 

její výsledek je prezentován jako graf. U popisu osy Y není zřejmá jednotka (%??), v textu je 

uvedeno, že byl počítán poměr mRNA/lariat+mRNA. Není však zřejmé, jaké konkrétní 

signály byly měřeny a porovnávány. Např. byl signál finálního produktu sestřihu 

normalizován na hladinu U14snoRNA, aby bylo možné porovnat vzorky mezi sebou?  

 

Výsledky primer-extension, kde není vidět konečný produkt sestřihu a nejsou ani vidět 

meziprodukty jsou tyto interpretovány jako neúčinný sestřih. Celkově je ale signál vzhledem 

k hladině U14 v těchto vzorcích nízký a není zřejmé jakékoliv nabohacení signálu v oblasti 

pre-mRNA. Byla sledována hladina pre-mRNA např. pomocí kvantitativní PCR? Není tento 

nízký signál také ukazatelem ovlivněné transkripce příslušného genu? Může neúčinný sestřih 

ovlivnit transkripci daného genu, a pokud ano, tak jakými mechanismy? Může kontext tj. 

pozice daného genu a struktura chromatinu ovlivnit účinnost sestřihu? 

 

V části týkající se konstruktů s pozměněnými sekvencemi intronů je ukázána 

sekundární struktura intronů. Byl analyzován vliv změn na strukturu celé pre-mRNA? Pokud 

změny v jednotlivých sekundárních strukturách nemají na účinnost sestřihu vliv, je možné 

uvažovat vliv struktury celé molekuly. 

 

 

Celkově hodnotím diplomovou práci Michaely Oplové jako pečlivě připravenou a jelikož po 

formální i obsahové stránce splňuje požadavky kladené na diplomové práce, doporučuji ji 

k obhajobě a hodnotím ji známkou výborně.  
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