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Transport U2 snRNA do Cajalovych télisek

Cile prace: Adriana Roithova vypracovala svoji diplomovou praci v laboratofi Biologie
RNA v UMG AVCR pod vedenim Doc. Davida Staiika. Za téma své diplomové prace si
vybrala lidskou U2 snRNA a jeji cileni do jadernych Cajalovych télisek, které jsou
kone¢nym mistem jeji maturace. Cilenou mutagenezi a naslednou mikroinjektazi
modifikovanych U2 snRNA do Hela bun€k se rozhodla testovat, které sekvencni a
proteinové determinanty jsou rozhodujici pro cileni U2 snRNA do Cajalovych télisek.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO, ale ne bez vyhrad
Rozsah prace (pocet stran): 69

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova? ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napséan srozumitelng? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroju? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole?  NE

Kolik metod bylo pouzito? Dostateéné mnoZzstvi. Prace s tkanovymi a bakterialnimi
kulturami, propagace plasmidi, PCR a in vitro transkripce, cilena mutageneze,
fluorescen¢ni mikroskopie a mikroinjektaZ RNA do lidskych bunék.
Jsou metody srozumitelné popsdny? ANO, ale ne bez vyhrad

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? Ne pIné
Postacuje mnoZzstvi experimentil k ziskani odpovédi na zadané otdzky?  ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? NE
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? Minimalné
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? NE

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? Zavéry nejsou samostatnou kapitolou.

Formalni rovein prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):
Bohuzel musim konstatovat, ze formalni uroven prace je nedostacujici. Literarni piehled je
napsan prehledné, avSak plsobi ponckud téZkopadné v mnoha jeho pasdzich. Prace
piedevsim obsahuje velké mnozstvi preklepli, gramatickych chyb, ¢i jinych nedostatkt. Uz
samotny jednostrankovy uvod na strané 10 obsahuje 3 gramatické chyby! Gramatické chyby
se zejména objevuji v gramatickych jevech jako je sklomovani a psani Carek. V kapitole
,Metody* autorka podlehla hovorovému Zargonu molekularnich biologt. S dalSich Castych
nedostatkl uvadim napf. psani mérnych jednotek ihned za hodnotou (a jinde s mezerou) a
psani latinskych jmen bez kurzivy (a jinde kurzivou).
Zde uvadim pouze nekteré piriklady:

1. SMN protein se skladad z 294 aminokyselin a je produkovan ve vSech metazoi...(str.

25)




2. ..a plCln disociuje pryc...(str. 24)
10).

4. Nejprve jsme ocistila skla (75 mm spaci Biorad)jarem s vodou a etanolem, do kterych
jsem potom nalévala gel... Opét jsem buniky omyla pomoci PBS a vlozila na primarni
protilatku (str. 43).

SpInéni cili prace a celkové hodnoceni:

Cile, které si Adriana Roithova vytyc¢ila ve své diplomové praci, také bezezbytku splnila.
Delece vazebnych mist pro faktory SF3a, U2A"a U2B"" nachdazejicich se ve vlasenkach I a
IV U2 snRNA prokazala, Ze tyto proteiny neovliviiuji schopnost U2 lokalizovat v Cajalovych
téliskach, ale maji vliv na miru jeji akumulace. Naproti tomu se ukdzalo, ze vazebné misto
pro Sm proteiny je z tohoto hlediska zcela zasadni. Tento poznatek autorka dale potvrdila
depleci proteini SmB/B pomoci siRNA a dale odstranénim vazebného mista pro komplex
SMN, jehoz funkce spociva v sestavovani kruhu Sm proteinti na molekule snRNA. Vysoce
hodnotim zejména mikroinjektdz RNA do cytoplazmy a jadra HeLa bunék, jakozto vysoce
narocnou metodu, kterd se svymi ndroky na Sikovnost, trpélivost a zkuSenost vymyka
béznym metodikam.

K praci mam nasledujici komentare:

1. Seznam zkratek je neuplny (chybi napt. APS, TEMED, DDX6, HIV, GAR, sDMA),
navic zkratky nejsou fazeny abecedné, jak byva zvykem.

2. V literarnim uvodu bych ocenil kratky popis samotného sestfihu pre-RNA, protoze
autorka se na nékolika mistech k tomuto procesu odkazuje. Dale, U2 snRNA je
dlouha 186 bazi, ne part bazi (str. 15); str. 32, u faktori CStF a CPSF jsou chybné
uvedena jejich jména, chybné jsou i jejich zkratky, navic nejsou uvedeny v seznamu
zkratek; obr. 2.9, nerozumim nazvu — ,,Schéma coilinu a jeho jaderna organizace®.

3. Zéasadni ptipominky mam ke kapitole ,,Material a metody*, kterou autorka sama
nazvala ,,Materialy a metody*. V praci je uveden seznam pfistroji, avSak v mnoha
piipadech se mi zda informace o pouzitych pfistrojich neuzitecnd, protoze stejn¢ neni
uveden konkrétni typ pfistroje, napt. u elektroforéz autorka uvadi vstupni napéti
pouzité pii elektroforéze, avSak bez uvedeni konkrétniho typu elektroforézy je tato
informace nepodstatna (doporuduji tyto udaje uvést ve tvaru V/em™). Vzhledem
autorka neuvedla typ mikroskopu ani dalsi jeho technicka nastaveni. V praci dale neni
zminén ptivod HelLa bun€k, koncentrace antibiotik pii jejich kultivaci, ani dalsi
manipulace s nimi jako je priprava konzerv nebo pocet pasazi. U bakterialnich kultur
neni uvedeno slozeni LB média, ani odkaz do literatury. U protilatek chybi zasadni
informace jako je jejich fedéni a konkrétni zdroj. Navic n€které protilatky v seznamu
chybi vubec (proti DDX6, PML). U slozeni SOC média chybi konec¢ny objem.
V kapitole o PCR autorka mé¢la na mysli smés deoxyribonukleozidtrifosfatl, ne
deoxyribonukleotidu, stejné pochybeni 1ze nalézt i v popisu in vitro transkripce. Dale
ve slozeni PCR reakce je chybné pouzita cDNA jako typ templatu, autorka neuvadi
amplifika¢ni program. U in vitro transkripce chybi pocet jednotek aktivity pridané
DNazy I, neni specifikovan typ analogu cepicky, pocet jednotek RNAsinu, pocet
jednotek pyrofosfatazy a pocet jednotek T7 RNA polymerazy. Neni specifikace PBS
pufru. U popisu SDS PAGE neni specifikovano, co je 40% akrylamidovy mix, ve
vzorkovém pufru neni uvedena koncentrace glycerolu, mnozstvi BFM, DTT a B-
merkaptoethanolu. U popisu metody Western blot autorka obarvila membranu ne
Poncaeu, ale Ponceau S. U horizontalni agar6zové elektroforézy neni uvedeno slozeni
TBE pufru. Popis transfekce HelLa bunék je bezcenny, nejsou v ném Uvedeny zasadni




parametry, jako je pocet bunék a vysledny pomér mezi siRNA a transfekénim

¢inidlem. Autorka neuvadi, jak barvila buniky pomoci DAPI, ackoliv toto barveni je

pouzito ve vSech mikroskopickych panelech.

Po odstranéni vazebnych mist na U2 snRNA nebyla provedena zadna kontrola, ze se

interak¢ni partnefi skutené nevazou. Pfi in vitro transkripci byl pouzit analog

monomethylované ¢epickové struktury. Neni uvedeno, o jaky analog se jedna.

Kazdopadné na nékolika mistech této prace jsou vysledky interpretovany ve smyslu,

ze monomethylovand cepicka nijak neméni parametry lokalizace. Madm za to, Ze

prepisem in vitro vznika smés "capovanych" a "necapovanych" transkript. Optimalni
pomér mezi GTP a analogem Cepicky by mél byt 1:9. Tento pomér vSak drasticky

snizuje vytézek syntézy. Pfi poméru 1:4 pouzitém v této praci vSak vznikd mix

transkriptd. Pokud byl pouzit klasicky analog a ne analog typu ARCA, je nutné mit

téz na paméti, ze Cast "Cepicek" je do transkriptu vlozena v opacné orientaci. V

kapitole 5.5. autorka testovala vliv monomethylované a trimethylované cepicky na

import do jadra. Uvadi zde, Ze trimethylace je dalezita pro vstup U sSnRNA do jadra.

V diskuzi vsak cituje praci z roku 2001, ze U2 snRNA se importuje do jadra

zpusobem nezavislym na trimethylované ¢epicce. Myslim, ze relevantni informace z

literatury by méli byt uvedeny rovnou a k tomu by méla byt definovana relevantni

experimentalni hypotéza. Dale musim konstatovat, Ze vétSina metodik zminénych v

kapitole "Material a metody" se nijak neprojevila ve vysledkové casti. Autorka

prezentuje pouze finalni vysledky. Jako oponent nemohu naptiklad posoudit kvalitu a

integritu injikovanych RNA, ani se nedozvim, kolik bunék bylo injikovano a kolik

nezavislych in vitro transkripci bylo pouzito.

Diskuze je spiSe shrnutim vysledk.

Otazky:

1. Jaky je vztah mezi Sm proteiny a integritou Cajalovych télisek? Jak postihne
deplece SmB/B’ ostatni snRNA? Pro¢ jste nepouzila SmB protilatku 1 pro
nepiimou imunofluorescenci pro stanoveni miry deplece SmB/B” a pro stanoveni
miry kolokalizace s U2 snRNA?

2. Na obr. 5.9 ukazujete pfitomnost U2 snRNA v P-bodies. Nejedna se vsak jen o
kolokalizaci s n¢kterymi P-bodies (viz. obrazek)? Jak si vysvétlujete pritomnost
U2 snRNA v téchto RNA granulich? Co bylo podmétem zkoumat ptitomnost U2
snRNA v PML téliskach? Kolokalizuje s P-bodies i nemutovana forma U2
SNRNA?

3. Jaky je pocet molekul U2 snRNA v buiice tkanové linie HeLa? Jaky pocet
molekul jste pfiblizn¢ injikovala? ZkouSela jste nékdy injikovat fedici fadu U2
SNRNA?

4. Ovliviije vpraveni U2 SnRNA do HeLa bun¢k pocet, velikost, ¢i jiné vlastnosti
Cajalovych télisek?

5. Je vazba se Sm proteiny stejn¢ dulezita i pro ostatni U snRNA a pro jejich
biogenezi?

Zavérem mohu konstatovat, Ze diplomova prace Adriany Roithové obsahuje cenné vysledky
ziskané navic obtiznou metodikou. Praci proto doporucuji k obhajobé.

Navrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucésti zvetejnénych informaci)

[] vyborné X] velmi dobte [ | dobte [ ] nevyhovél(a)

Podpis oponenta:







